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Das humane Cytomegalievirus (HCMV) gehört zur Familie der Herpesviridae 
(Roizmann et al., 1992). Wie alle Herpesviren besitzt es ein lineares, 
doppelsträngiges DNA-Genom, umgeben von einem ikosaedrischen Kapsid, einer 
Proteinmatrix, die als Tegument bezeichnet wird, sowie einer Hüllmembran, in die 
eine Vielzahl viraler Glykoproteine (gp) inseriert sind. Die Replikation der DNA und 
die Formation der Nukleokapside erfolgen im Zellkern.  
Alle Herpesviren können nach einer Erstinfektion latent im Wirtsorganismus 
verbleiben, wobei die Viren in Nerven- oder lymphatischen Zellen persistieren, ohne 
dass damit eine Produktion infektiöser Partikel verbunden ist. 
Die Einteilung der Herpesviridae beruht auf der Klassifikation durch die Herpesvirus 
Study Group des Internationalen Komitees für Virustaxonomie (International 
Committee on Taxonomy of Viruses, ITCV). Aufgrund ihrer Pathogenität, ihres 
Wirtszelltropismus und ihrer genetischen Eigenschaften (Konservierung von 
Gengruppen, genomische Organisation, Sequenzhomologien) lassen sie sich in drei 
Unterfamilien einteilen; α-, β- und γ-Herpesvirinae. Tab. 1.1 zeigt die Zuordnung der 
humanpathogenen Spezies. 
 
Unterfamilie Art Kurzbezeichnung 
-Herpesvirinae Humanes-Herpesvirus 1 (Herpes simplex 1) 
Humanes-Herpesvirus 2 (Herpes simplex 2) 
Humanes-Herpesvirus 3 (Varizella-Zoster-Virus) 
HHV 1 (HSV-1)   
HHV 2 (HSV-2)   
HHV 3 (VZV)   








-Herpesvirinae Humanes-Herpesvirus 4 (Epstein-Barr-Virus) 
Humanes-Herpesvirus 8  
(Kaposi Sarcoma-assoziiertes Herpesvirus)  
HHV 4 (EBV)   
HHV 8 (KSHV) 
Tab. 1.1: Taxonomische Einordnung der humanpathogenen Herpesviren. Nach Chang et al., 
1994; Roizmann et al., 1992; Epstein et al., 1965; Frenkel et al., 1990; Josephs et al., 1986; 
Schneeweis et al., 1962; Smith, 1956 
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Die -Herpesvirinae, wie die Herpes simplex Viren und das Varizella-Zoster Virus, 
zeichnen sich durch ein breites Wirtsspektrum aus. Sie besitzen in vitro einen kurzen 
Replikationszyklus (24 h) und sind in Zellkultur zytolytisch. In vivo weisen sie einen 
Neurotropismus auf. 
Die -Herpesvirinae, zu denen das HCMV gehört, haben eine ausgeprägte Spezies- 
und Zelltypspezifität. Sie haben einen langen Vermehrungszyklus von 72 h oder 
mehr und sind ebenfalls zytolytisch. Ein weiteres Merkmal ist der zytopathische 
Effekt der Virusinfektion, der durch Bildung von intranukleären und 
intrazytoplasmatischen Einschlußkörperchen zu einer deutlichen Vergrößerung 
infizierter Zellen führt, die man als „Cytomegalie“ bezeichnet. Vertreter dieser 
Unterfamilie sind primär lymphotrop, aber in der Lage, unterschiedliche Gewebe wie 
z.B. das Retikuloendotheliale System und die Niere zu infizieren und dort zu 
persistieren.  
Die -Herpesvirinae, wie das Epstein-Barr-Virus, weisen ebenfalls ein enges 
Wirtsspektrum auf, die Dauer des Replikationszyklus ist allerdings bei den 
verschiedenen Virustypen unterschiedlich. Sie infizieren überwiegend B- und T- 
Lymphozyten. Darüber hinaus zeichnen sie sich durch ihr onkogenes Potential aus. 
 
 
1.2 Medizinische Aspekte 
 
Das humane Cytomegalievirus ist mit unterschiedlicher Durchseuchungsrate auf der 
ganzen Welt verbreitet. In Industrieländern sind 20-25% der Jugendlichen 
seropositiv (Alford und Britt, 1990), in Entwicklungsländern hingegen beträgt die 
Durchseuchungsrate bei Kindern bereits in den ersten Lebensjahren bis zu 90% 
(Bello and Wittle, 1991). Die Durchseuchung der erwachsenen Bevölkerung von 
nahezu 100% in Entwicklungsländern und ca. 40% in Industrieländern verdeutlicht 
die Relevanz des humanen Cytomegalievirus als weltweit verbreiteten pathogenen 
Krankheitserreger (Pass, 2001).   
Die Übertragung erfolgt über Tröpfchen- oder Kontaktinfektion, bei Säuglingen 
häufig über die Muttermilch, weiterhin über Bluttransfusionen oder 
Transplantationen. Außerdem stellt der Sexualverkehr einen wichtigen 
Ansteckungsmodus dar, da man das Virus neben Speichel sowohl in Urin und 
Cervixsekret, als auch in der Samenflüssigkeit nachweisen kann. Von großer 
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klinischer Bedeutung ist die Übertragung von der Mutter auf das ungeborene Kind in 
utero. Sie kann die Folge einer Primärinfektion der Mutter sein, die bei ca. 40% der 
Fälle zur Übertragung führt (Eggers et al., 2001), oder bei einer Reaktivierung des 
Virus während der Schwangerschaft erfolgen. Etwa 1-2% aller Neugeborenen sind 
bei der Geburt infiziert. Von den infizierten Säuglingen weisen ca. 10% Symptome 
wie Wachstumsstörungen, Hepatosplenomegalie, Gelbsucht, Mikrozephalie und 
Chorioretinitis auf (Demmler, 1991), weitere 10% sind von Spätschäden betroffen. 
Hierzu gehören Schwerhörigkeit oder sogar Taubheit, sowie weitere zentralnervöse 
Schädigungen (Britt et al., 1991; Revello et al., 2002). 
Die Primärinfektion immunkompetenter Personen verläuft zumeist inapparent und 
führt zu einer lebenslangen Persistenz des Virus im Körper, bei der es mitunter zu 
symptomlosen Reaktivierungen kommt. In seltenen Fällen treten Symptome auf, die 
Fieber, Muskelschmerzen und ein Mononukleose-ähnliches Krankheitsbild 
beinhalten können (Klemola, 1973; Cohen and Corey, 1985). 
Bei einer Immunsuppression kann die HCMV-Infektion mit schweren 
Krankheitssymptomen einhergehen, die Reaktivierung des Virus aus der Latenz wird 
in diesem Fall sehr häufig beobachtet. Besonders nach Organtransplantationen oder 
bei Immundefizienz infektiösen Ursprungs, z.B. aufgrund einer HIV-Infektion, 
können Patienten Krankheitsbilder wie Retinitis oder Ösophagitis entwickeln, aber 
auch lebensbedrohliche Pneumonien, Hepatitiden oder Enzephalitiden erleiden 
(Balfour, 1979; Roshani et al., 2005; Cheung and Teich, 1999).  
Zur Therapie werden momentan die Nukleosidanaloga Ganciclovir (Crumpacker, 
1996), Valganciclovir (Curran and Noble, 2001) und Cidofovir (Hitchcock et al, 
1996), sowie das Pyrophosphat Analog Foscarnet (PFA; Chrisp and Clissold, 1991) 
verwendet, die die virale DNA-Synthese inhibieren. Nachteile beim Einsatz dieser 
Chemotherapeutika sind zum einen die Nebenwirkungen, die durch Knochenmarks- 
oder Nephrotoxizität ausgelöst werden (Curran and Noble, 2001; Deray et al., 1989), 
zum anderen besteht die Gefahr der Selektion resistenter Virusmutanten (Lurain et 
al., 1994; Erice, 1999). Eine Reihe von potenziell antiviralen Substanzen befinden 
sich zur Zeit in der Entwicklung, wie z.B. Maribavir (1263W94), ein L-ribosyl 
Benzimidazole, das neben der DNA-Synthese auch die Virus-Ausschleusung 
inhibiert (Biron et al., 2002). Maribavir hat die Phase I der klinischen Tests 
erfolgreich bestanden (Lalezari et al., 2002) und befindet sich inzwischen in der 
Phase II (Biron, 2006).  
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Eine Immunprophylaxe steht zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht zur Verfügung.  Die 
Laborstämme Towne und AD169 wurden bereits auf ihre Verwendung als attenuierte 
Lebendimpfstoffe getestet, konnten aber keinen effizienten Schutz gegen Wildtyp-
Stämme induzieren. Strategien zur Impfstoffherstellung beinhalten die Entwicklung 
von modularen Impfstoffen mit definierten molekularen immunogenen Bausteinen, 
die Virusglykoproteine wie das Glykoproteins B (gB) enthalten, Pockenvirus- und 
Plasmid-DNA-Vektoren mit inserierten HCMV-Genen, Peptid-Vakzine, sowie 




1.3 Aufbau des humanen Cytomegalievirus  
 
1.3.1 Virionenstruktur 
Die HCMV Virionen haben einen Durchmesser von 150 – 200 nm, wobei die 
Schwankungen durch die unterschiedliche Ausprägung des Teguments bewirkt 
werden. Das doppelsträngige, lineare DNA-Genom ist mit einer fibrillären 
Proteinmatrix zu einem sogenannten core orgarnisiert (Wright et al., 1964). Dieses 
core wird von einem ikosaedrischen Kapsid von 100 nm Durchmesser umgeben, das 
aus 162 Kapsomeren besteht. In die Hüllmembran sind mehrere virale Glykoproteine 
eingelagert,  die in Komplexen assoziiert sind. Der Glykoproteinkomplex I ist ein 
Homodimer des dominanten Glykoproteins gB (Britt, 1984; Britt and Auger, 1985). 
Der Glykoproteinkomplex II besteht aus den Glykoproteinen M und N (gM, gN; 
Mach et al., 2000) und der Glykoproteinkomplex III aus den Glykoproteinen H, L 
und O (gH, gL, gO; Huber and Compton, 1998; Li et al., 1997). Diese Komplexe 
sind an der Adsorption des Virus, der Fusion zwischen Virus- und Plasmamembran 
sowie der Zell-Zell-Fusion und außerdem im infizierten Organismus an der 
Induktion neutralisierender Antikörper beteiligt. Zwischen Kapsid und Hüllmembran 
des Virus befindet sich das Tegument, dem bis jetzt etwa 20 Proteine zugeordnet 
werden konnten. Die Funktionen der hier eingelagerten Proteine beinhalten eine 
Beteiligung an der Morphogenese (Baxter and Gibson, 2001; Meyer et al., 1997), 
Virus-Transport (Sinzger et al., 2000), Immunmodulation (Brown and Shenk, 2003; 
Child et al., 2004) sowie der Regulation der Genexpression in der sehr frühen Phase 
durch Transaktivierung (Liu and Stinski, 1992; Winkler et al., 1995). 
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Neben infektiösen Virionen werden auch nicht-infektiöse Partikel gebildet, zum 
einen dense bodies, die nur aus Membran und Tegumentproteinen bestehen, zum 
anderen non-infectious enveloped particles, die zwar das Nucleocapsid enthalten, 
aber keine DNA (Sarov and Abady, 1975; Irmiere and Gibson, 1983; Gibson, 1996). 
 
Abb. 1.1: (A) Elektronenmikroskopische und (B) schematische Darstellung des humanen 
Cytomegalievirus 
 
1.3.2 Aufbau des Genoms 
Das Genom des HCMV besitzt mit ca. 230 kb  und einem Molekulargewicht von 1,5 
x 108 Dalton (Chee et al., 1990; Bankier et al., 1991) die größte Kodierungskapazität 
innerhalb der Familie der Herpesviridae. Es besteht aus zwei nicht repetitiven 
Bereichen, dem unique long (UL)- und dem unique short (US)-Segment, die von 
repetitiven Sequenzen flankiert werden, den terminal (TRL, TRS) und internal 
repeats (IRL, IRS; s. Abb. 1.2).  
Entsprechend der Nomenklatur dieser Genomabschnitte werden die Gene mit den 
Präfixen TR, IR, UL oder US bezeichnet. Durch intramolekulare Rekombination der 
identischen invertierten Wiederholungseinheiten (ab – b’a’ sowie a’c – c’a) können 4 
isomere Formen des Genoms entstehen, die in äquimolarem Verhältnis in allen 
HCMV-Populationen vorkommen (Stinski et al., 1981; Dutch et al., 1992). Der 
HCMV-Laborstamm AD169 wurde vollständig sequenziert, er besitzt 208 offene 
Leserahmen (ORF; Chee et al., 1990). Mindestens 19 weitere ORFs, UL133-151, 
finden sich im UL-b` Bereich des Genoms in verschiedenen anderen HCMV-
Stämmen und werden für Pathogenität und Zelltropismus mitverantwortlich gemacht 
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Genomorganisation des HCMV. Das Genom des HCMV 
besteht aus zwei nicht repetitiven Segmenten, dem UL (unique long)- und dem US (unique short)-
Segment, die an den Enden von repetitiven Sequenzen, den terminal repeats (TR) und den internal 
repeats (IR) flankiert werden. Die Bezeichnungen an, a‘m und a (b und b‘; c und c‘) stellen identische 
Basenabfolgen dar, die invertiert zueinander vorliegen. 
 
 
1.4 Viraler Infektionszyklus 
 
1.4.1 Virus-Eintritt 
Das HCMV ist strikt speziesspezifisch und weist in permissiven Zellen einen 
längeren Infektionszyklus (72 h) auf als andere Vertreter dieser Familie. Da das 
Virus ein breites Spektrum an Zelltypen infizieren kann, wird vermutet, dass HCMV 
mehrere unterschiedliche Rezeptoren oder ubiquitär verteilte Oberflächenmoleküle 





Zunächst vermittelt gB den Kontakt zur Wirtszelle über unspezifische Bindungen an 
Heparansulfatproteoglykane (Compton et al., 1993; Boyle and Compton, 1998). 
Diese Absorption wird zusätzlich über wirtseigenes β2-Mikroglobulin unterstützt 
(Grundy et al., 1987). Nach Bindung des gB an den Wirtszellrezeptor und pH-
unabhängiger Fusion der Zellmembran und der Virushülle über coiled-coil-Domänen 
von gB und gH (Reschke et al., 1995; Bold et al., 1996; Lopper and Compton, 2004) 
werden Kapsid und Tegument in das Zytoplasma der Zelle geschleust. In der Herpes-
simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) Infektion konnte eine Interaktion des 
Tegumentproteins US11 mit Kinesin, sowie eine Funktion von Dynein und Dynactin 
im Mikrotubuli vermittelten Transport zum Zellkern nachgewiesen werden (Sodeik 
et al., 1997; Diefenbach et al., 2002; Dohner et al., 2002). An der Kernpore wird das 
virale Genom ins Nukleoplasma entlassen, wo es zirkularisiert (Ojala et al., 2000). 
Da inzwischen auch eine Assoziation zwischen HCMV Kapsiden und dem 
Mikrotubuli-Netzwerk in der post-entry-Phase gezeigt wurde (Ogawa-Goto et al., 
2003), ist hier ein ähnlicher Mechanismus zu vermuten.  
 
b an b‘ a‘m c c‘ a 
UL US 
TRL TRS IRL IRS 
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1.4.2 Genexpression 
Im Kern erfolgt die Expression des viralen Genoms kaskadenartig unter Mitwirkung 
einer Vielzahl zellulärer Transkriptionsfaktoren (Wathen and Stinski, 1982). In den 
ersten 3 Stunden der Infektion wird zunächst die Expression der α- oder sehr frühen 
Gene (immediate early) des Virus durch die zelluläre RNA-Polymerase ΙΙ  eingeleitet. 
Unterstützend wirken dabei virale Tegumentproteine wie pp71 und pUL69, die als 
Transaktivatoren fungieren (Winkler et al., 1995). Die Proteine dieser Phase dienen 
zur Regulation der Expression der β− oder frühen Gene (early; Spaete and Mokarski, 
1985b; Geballe et al., 1986), deren Produkte für die Einleitung der viralen 
Replikation notwendig sind, sowie zur Regulierung der γ- oder späten Gene (late), 
die für die viralen Strukturproteine kodieren. Die frühe Phase umfasst den Zeitraum 
von 3-36 h post Infektion (p.i.). Während dieser Phase wird der größte Teil der 
viralen Gene transkribiert und die Synthese von Nichtstrukturproteinen zur 
Replikation, wie z.B. der viralen DNA-Polymerase, und teilweise auch von 
Strukturproteinen eingeleitet. Die Replikation des Genoms erfolgt nach dem rolling 
circle-Prinzip (Huang, 1975; Stinski et al., 1983) in bestimmten Bereichen des 
Kerns, die als Replikationszentren bezeichnet werden (de Bruyn Kops et al., 1994 
und 1998). Der dabei gebildete lineare DNA-Strang enthält vielfache Einheiten des 
Virusgenoms, sogenannte Konkatemere. 
Die Expression der späten Gene beginnt mit der DNA-Synthese. Hierbei kommt es 





Die Morphogenese der Viruspartikel findet ebenfalls im Kern der Wirtszelle statt. 
Zunächst gelangen Komplexe bestehend aus dem assembly protein precursor (pAP), 
dem proteinase precursor (pPR) und dem major capsid protein (MCP) in den 
Zellkern und bilden das Prokapsid, das dann durch Anheftung der Triplex-
Untereinheiten kompletiert wird (Gibson, 2001). Durch Angularisierung des Kapsid 
wird die B-Kapsidform gebildet. Das pAP wird bei der DNA-Verpackung durch die 
inzwischen aktive Proteinase gespalten, wobei entweder DNA-haltige C-Kapside 
oder bei abortiver DNA-Verpackung leere A-Kapside gebildet werden (Welch et al., 
1991). 
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Die reifen Kapside interagieren mit einer Reihe von Tegumentproteinen, 
hauptsächlich den Phosphoproteinen pp150, pp71 und pp65. Über deren Interaktion 
mit viralen Glykoproteinen, die in der inneren Kernmembran nachweisbar sind 
(Radsak et al., 1990; Bogner et al., 1992; Meyer and Radsak, 2000), folgt eine  erste 
Knospung an der inneren Kernmembran. Dies wird durch eine Destabilisierung der 
Kernlamina durch virale Kinasen wie pUL97 erleichtert (Radsak et al., 1991; Krosky 
et al., 2003). Nach Durchwanderung der perinukleären Zisterne gelangen die Partikel 
nach Fusion der temporären Hülle mit der äußeren Kernmembran unumhüllt ins 
Zytoplasma (Radsak et al., 1995). Es erfolgt die Anlagerung weiterer 
Tegumentproteine und die endgültige Umhüllung der Kapside an Zisternen des 
tubulären Endosoms oder des Trans-Golgi-Netzwerks, in deren Membranen virale 
Glykoproteine inseriert sind (Tooze et al., 1993; Radsak et al., 1996). Die reifen 
Viruspartikel werden schließlich über Exocytose aus der Zelle entlassen. 
 
 
1.5 HCMV DNA-Verpackung 
 
Die DNA-Verpackung folgt bei allen Mitgliedern der Herpesvirus-Familie sowie bei 
vielen doppelsträngigen DNA Bakteriophagen, den Caudovirales, die auch im 
Kapsidaufbau Ähnlichkeiten zu den Herpesviren zeigen und vermutlich gemeinsame 
Vorfahren aufweisen (Baker et al., 2005), dem gleichen Mechanismus. Während der 
Replikation entsteht konkatemere DNA, die durch die virale Terminase in einzelne 
Genomeinheiten gespalten und unter ATP-Verbrauch in vorgefertigte Kapside 
verpackt wird. Die viralen Terminasen liegen in der Regel als Heterodimer vor, 
wobei jede Untereinheit für unterschiedliche Funktionen zuständig ist (Black, 1998).   
Sieben virale Genprodukte (UL104, UL93, UL89, UL77, UL56, UL52 und UL51) 
konnten als notwendig für die virale DNA Spaltung und Verpackung durch 
Homologie mit Bakteriophagen und Herpes-Simplex-Virus Genen indentifiziert 
werden (Chee et al., 1990). Die Proteine pUL56 und pUL89 bilden dabei gemeinsam 
die HCMV Terminase. Die große Terminase-Untereinheit, pUL56 (Bogner et al., 
1993), bindet spezifisch an im HCMV-Genom enthaltene Verpackungssequenzen 
(Bogner et al, 1998). Diese sogenannten a Sequenzen finden sich an beiden 
Genomenden und in umgekehrter Orientierung an der L-S Verknüpfung. Sie 
enthalten zwei kurze konservierte Sequenz-Motive, pac 1 und pac 2, die für die 
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DNA-Spaltung und Verpackung notwendig sind (Spaete and Mocarski, 1985). 
Weiterhin interagiert pUL56 mit dem HCMV Kapsid (Scheffczik et al., 2002) und 
verfügt über eine APTase-Aktivität (Hwang and Bogner, 2002; Scholz et al., 2003). 
Durch die Nuclease-Aktivität der kleinen Terminase-Untereinheit pUL89 wird die 
DNA gespalten (Scheffczik et al., 2002). Die Wirksamkeit der  Benzimidazol-D-
Ribonucleoside TCRB and BDCRB, die starke Inhibitoren der HCMV Replikation 
sind, läßt sich auf Inhibition der Terminase-Aktivität zurückführen (Krosky et al., 
1998; Scholz et al., 2003).   
Der Translokationsschritt der DNA in das Kapsid, über den bei HCMV noch nichts 
bekannt ist, erfolgt bei den Bakteriophagen und HSV-1 über Interaktion der 
Terminase mit einem Portal- oder connector-Protein, das an einem Kapsidvertex 
einen Kanal für den Eintritt der DNA bildet und dabei vermutlich ein Penton ersetzt 
(Jiang et al., 2006; Trus et al., 2004). Es handelt sich in allen Fällen um ein 
Dodecamer in Trichterform mit einer Größe von 35,9 kDa (Bakteriophage Phi29; 
Guasch et al., 2002) bis 82,7 kDa (Bakteriophage  p22; Bazinet et al., 1988) für das 
Monomer. Das Portalprotein bildet zusammen mit der Terminase einen molekularen 
Motor. Die DNA wird mit hoher Prozessivität gegen einen wachsenden internen 
Widerstand, der durch die Kondensierung der eingeschleusten DNA entsteht, 
verpackt; im Fall von Phi29 entstehen dabei Kräfte von bis zu 57 pN (Smith et al., 
2001). Dieser Schritt erfordert einen hohen Energieaufwand. Unter in vitro 
Bedingungen wird für die Translokation von zwei Basenpaaren die Hydrolyse eines 
ATP-Moleküls benötigt (Guo et al., 1987; Schibata et al., 1987). Der Mechanismus 
dieser Translokation ist noch nicht vollständig aufgeklärt, aber es wird postuliert, daß 
die Unstimmigkeit zwischen der 5-fach Symmetrie des Kadsids und der 12-fach 
Symmetrie des Portals eine ATP-gekoppelte Rotation des Portalproteins ermöglicht, 
welche die DNA in das Kapsid eindreht (Simpson et al., 2000). 
Ein zweiter Schnitt der DNA zum Abschluß der Verpackung erfolgt entweder 
sequenzspezifisch, u.a. bei den Phagen Lamda, T3 und T7 (Catalano et al., 1995; 
Fujisawa and Morita, 1997), oder nach dem head-full-Mechanismus, wenn eine 
bestimmte Menge an DNA verpackt wurde (u.a. P1, P22, T1, T4, SPP1; Black, 1998; 
Tavares et al., 1996). Das Kapsid wird bei Bakteriophagen im Anschluß durch 
Anbau des Phagenschwanzes verschlossen, was einen Austritt der DNA verhindert. 
Wodurch bei den Herpesviren ein vorzeitiger Verlust der DNA verhindert wird, ist 
noch unbekannt. 
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2.  Problemstellung  
 
Während es über die HCMV Terminase schon zahlreiche Erkenntnisse gibt, ist über 
das HCMV Portalprotein, einem weiteren wichtigen Bestandteil der DNA 
Verpackungsmaschinerie, noch  nichts bekannt. 
Allerdings konnte vor kurzem pUL6 als das Portalprotein des Herpes-Simplex-Virus 
Typ 1 identifiziert werden (Newcomb et al., 2001). Es handelt sich wie alle bisher 
untersuchten Portalproteine um ein Kapsid-assoziiertes Dodecamer, das mit der 
HSV-1 Terminase interagiert (White et al., 2003). 
Das HCMV Homolog zu dem HSV ORF UL6 ist der ORF UL104. Das Protein 
pUL104 ist für die HCMV Replikation essentiell (Yu et al., 2003) und gehört mit 
pUL6 zu einer Gruppe von Proteinen, die innerhalb der Herpesviren stark konserviert 
sind. Weiterhin konnte gezeigt werden, daß bei TCRB und BDCRB resistenten 
Virusmutanten, die Mutationen in UL56 und UL89 aufweisen, auch eine Mutation in 
UL104 auftritt, die möglicherweise einen kompensatorischen Effekt hat (Komazin et 
al., 2004). 
Der ORF UL104 enthält 2094 Basenpaare, was auf ein Protein mit 698 Aminosäuren 
und einem theoretischen Molekulargewicht von ca. 75 kDa schließen läßt. Er 
befindet sich an Position 50004-52098 des AD169 Genoms und überlappt mit den 
UL103 und UL105 Leserahmen.  
In der vorliegenden Arbeit soll das UL104 Genprodukt identifiziert und 
charakterisiert werden. Weiterhin soll die Hypothese, das es sich um das HCMV 
Portalprotein handelt, durch strukturelle und funktionale Untersuchungen überprüft 
werden. Dazu soll ein polyklonales anti-pUL104 Antiserum aufgereinigt und damit 
die Expression und Lokalisation von pUL104 im viralen Kontext überprüft werden, 
ebenso wie die Interaktion mit der HCMV Terminase und der Effekt von 
Benzimidazol-D-Ribonucleosiden auf pUL104. Außerdem soll über rekombinant 
exprimiertes rpUL104 die Oligomerisierung des Proteins untersucht und 
Einzelpartikel-Analysen durchgeführt werden. Weiterhin soll die pUL104 
Expression spezifisch über den Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAi) 
reprimiert werden, um anschließend durch Infektionsexperimente Einblick in die 
Bedeutung dieses Proteins für die HCMV-Replikation zu erhalten.  
 






Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von den Firmen Roche 
(Mannheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-







Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen New England 
Biolabs (NEB), Frankfurt, und Fermentas, St. Leon-Rot, bezogen und den 
Herstellerangaben entsprechend eingesetzt. 
 
3.2.2 Sonstige Enzyme 
Alkalische Phosphatase  Fermentas, St. Leon-Rot 
DNAseI Roche, Mannheim 
PreScission ProteaseTM Amersham Biosciences, Freiburg 
Proteinase K Invitrogen, Karlsruhe 
T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim 
Vent DNA Polymerase NEB, Frankfurt 
 
 
3.3 Kits  
 
Big-Dye-Sequenzier-Kit ABI, Weiterstadt 
NucleoSpin Extract II Kit Machery-Nagel, Düren 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 
TNT-T7 Quick Promega, Mannheim 
 




3.4.1 Monoklonale Antikörper 
anti-XpressTM Antikörper: Maus-Antikörper gegen das Xpress-Epitop gerichtet 
(Invitrogen, Karlsruhe). Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 1:50 
verdünnt verwendet. 
 
anti-ßAktin-Antikörper: Maus-anti-Aktin Antikörper (Klon C15; Sigma-Aldrich, 
Steinheim). Der Antikörper wurde im Westernblot 1:5000 verdünnt verwendet.  
 
mAb27-156: Maus-anti-gB Antikörper, bezogen von W. Britt, University of 
Alabama. Der Antikörper wurde im Westernblot 1:10 verdünnt verwendet.   
 
mAb28-4: Maus-anti-MCP Antikörper, bezogen von W. Britt, University of 
Alabama. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 1:10 verdünnt verwendet. 
 
mAb58-15  
Maus-anti-pp65 Antikörper bezogen von W. Britt, University of Alabama. Der 
Antikörper wurde im Westernblot 1:10 verdünnt verwendet.   
 
mAb63-27: Maus-anti-IE1 Antikörper, bezogen von T. Stamminger, Universität 
Erlangen-Nürnberg (Andreoni et al., 1989). Der Antikörper wurde in der 
Immunfluoreszenz 1:10 verdünnt verwendet. 
 
mAbM23: Maus-anti-pUL112/113 Antikörper, bezogen von K. Radsak, Universität 
Marburg (Yamamoto et al., 1998). Der Antikörper wurde unverdünnt verwendet. 
 
RG1202: Maus-anti-pUL44 Antikörper, bezogen von A. Ripalti, Universität 
Bologna. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 1:10 verdünnt verwendet. 
 
3.4.2 Polyklonale Antikörper 
Humanes HCMV-positives Serum: IgG-positives Patientenserum wurde nach 
Testung auf HCMV-Titer von der Diagnostik des Instituts für klinische und 
molekulare Virologie, Universität Erlangen-Nürnberg, zur Verfügung gestellt. 
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pAbgH: Human-anti-gH Antiserum, bezogen von K. Radsak, Universität Marburg 
(Bogner et al., 1992). Der Antikörper wurde im Westernblot 1:10 verdünnt 
verwendet.   
 
pAbUL56: Human-anti-pUL56 Antiserum (Giesen et al, 2000a). Der Antikörper 
wurde im Westernblot, in der Immunfluoreszenz und für Co-Immunpräzipitationen 
1:10 verdünnt.  
  
3.4.3 Sekundärantikörper  
Alle verwendeten Sekundärantikörper wurden von der Firma Dianova, Hamburg, 
bezogen.  
Einsatz in der Immunfluoreszenz: 
Anti-Human F(ab`)2 Fragmente, Cy
TM3 konjugiert (1:400 verdünnt) 
Anti-Human IgG (H+L) aus der Ziege, unkonjugiert (1:10 verdünnt) 
Anti-Maus F(ab`)2 Fragmente, Cy
TM2 konjugiert (1:200 verdünnt) 
Anti-Ziege F(ab`)2 Fragmente, FITC konjugiert (1:200 verdünnt) 
 
Einsatz in der Immunogold-Färbung: 
Anti-Human IgG (H+L), 12 nm kolloidales Gold-konjugiert (1:40 verdünnt) 
Anti-Maus IgG (H+L), 4 nm kolloidales Gold-konjugiert (1:40 verdünnt) 
 
Einsatz im Westernblot: 
Anti-Human IgG F(ab`)2 Fragmente, HRP-konjugiert, (1:10000 verdünnt)  





LB-Medium (Luria-Bertani Broth) 
Bacto-Hefe-Extrakt                    0,50 % (w/v) 
Bacto-Trypton                   1,00 % (w/v) 
NaCl                   1,00 % (w/v) 
MgSO4/5 H2O                    0,25 % (w/v) 
aqua dest 
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LB-Agarplatten  
LB-Medium + 1,5% (w/v) Bacto-Agar in 10 cm Schalen 
 
LB-Amp 
LB-Medium + 0,1 µg/ml Ampicillin 
 
LB-Tet 
LB-Medium + 10 µg/ml Tetracyclin 
 
DMEM (Dulbecco´s modified Eagle medium) 
Das Medium für eukaryotische Zellen besteht aus einer physiologischen 
Zusammensetzung von Vitaminen, Aminosäuren, anorganischen Salzen und Glukose 
sowie dem pH-Indikator Phenolrot. Es wurde als Festsubstanz von Gibco/BRL 
(Karlsruhe) bezogen, in sterilem Wasser gelöst und mittels NaOH auf einen pH von 
7,0 eingestellt. Für die Zellkultur wurde das Medium mit 10% (v/v) Fötalem 




Das Medium für Insekten-Zellen wurde von PAN Biotech, Aidenbach, bezogen. Für 
die Zellkultur wurde das Medium mit 10% (v/v) FCS, 2 mM Glutamine und 
Gentamycin (60 µg/ml) supplementiert. 
 
 
3.6 Puffer und Lösungen 
 
Co-IP-Puffer pH 7,5 (für Co-Immunpräzipitationen) 
Tris/HCl  20 mM 
Natriumchlorid 100 mM 
EDTA 5 mM 
Natriumdesoxycholat 0,4% (v/v) 
Tween-20 0,5% (v/v) 
Iodacetamid 25 mM 
aqua dest 
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6x DNA-Auftragspuffer 
Glycerol 30% (w/v) 
Bromphenolblau  0,25% (w/v) 
Xylencyanol 0,25% (w/v) 
aqua dest 
 
IP-Puffer pH 7,5 (für Immunpräzipitationen) 
Tris/HCl  50 mM 
Natriumchlorid 100 mM 
BSA 0,2% (v/v) 
Natriumdesoxycholat 1% (v/v) 
Tween-20 0,5% (v/v) 
aqua dest 
 
PBSo (Phosphat gepufferte Salzlösung ohne CaCl2 und MgCl2) pH 7,4 
NaCl 137 mM 
KCl  2.7 mM 
KH2PO4  1.4 mM 




0,1% (v/v) Tween20 in PBSo 
 
PBS 
PBSo mit 100 mM CaCl2,  100 mM MgCl2  
 
4x SDS-PAGE Probenpuffer pH 6,8 (4xPP) 
Tris/HCL 200 mM  
β-Mercaptoethanol 4% (v/v) 
SDS 4% (w/v) 
Glycerin 40% (v/v) 




Tris 900 mM 
Borsäure 900 mM 
EDTA 10 mM 
aqua dest 
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Trypsin/EDTA pH 7,0 
NaCl 140 mM 
KCl 5 mM 
Na2HPO4 0,56 mM 
D(+)-Glucose 5 mM 
Tris/HCL 5 mM 




3.7 Zellkulturen  
 
3.7.1 Humane Vorhautfibroblasten (HFF) 
Primäre humane Vorhautfibroblasten, die aus Vorhautgewebe von Neugeborenen 
und Kleinkindern isoliert wurden. 
 
3.7.2 293T-Zellen 
Humane embryonale Nierenepithelzellen, die durch Adenovirus Typ 5 stabil 
transformiert wurden, und zusätzlich die kodierenden Sequenzen für das SV40 T-
Antigen (in das Genom integriert) enthalten (Pear et al., 1993). 
 
3.7.3 High fiveTM  
Insektenzellen 5B1-4 (High five), ein klonales Isolat aus einer embryonalen 
Trichopulsia ni Zelllinie (Invitrogen, Karlsruhe). 
 
 
3.8 Humanes Cytomegalievirus 
 
Für Infektionen wurde der Laborstamm AD169 verwendet, der ursprünglich von W. 









Die folgenden Substanzen aus der Klasse der Benzimidazol-D-Ribonukleoside 
wurden im Labor von Leroy B. Townsend, University of Michigan, synthetisiert. 
Stocklösungen von 5 mg/ml in DMSO wurden bei 	
   
BDCRB: 2-Bromo-5,6-dichloro-(1-ß-D-ribofuranosyl) Benzimidazol  
Cl4RB: 2,4,5,6-Tetrachloro-1-(2,3,5-tri-O-acetyl-ß-D-ribofuranosyl) Benzimidazol 
CDMRB: 2-Chloro-5,6-dimethyl-(1-ß-D-ribofuranosyl) Benzimidazol  
 
Abb. 3.1 Schamatische Darstellung der verwendeten Benzimidazol-D-Ribonukleoside 
 
 
3.10 Bakterien  
 
E. coli K12 XL1-Blue: supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac− F` 
[proAB+  lacIq  lacZ∆M15  Tn10(tetr)] (Bullock et al., 1987) 
 
E. coli BL21: B F-, ompT, hsdS (rB-, mB-), gal, dcm (Studier and Moffatt, 1986) 
 
E. coli DH10B: F-endA1 hsdR17 (rk-, mk+) supE44 thi-1-recA1 gyrA96 relA1 






Der Vektor pcDNA3.1HisA,B,C wurde von der Firma Invitrogen, Karlsruhe 
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und den T7-Promotor (T7). Für die Insertion von Fremd-DNA steht eine multiple 
cloning site (MCS) mit singulären Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen 
zur Verfügung. Bei Expression in eukaryontischen Zellen werden Fusionsproteine 
exprimiert, die an ihrem Aminoterminus (N-Terminus) das Anti-XpressTM Epitop 
gefolgt von sechs Histidinen [(His)6] und einer Enterokinase-Erkennunssequenz 
tragen. Das Anti-XpressTM Epitop wird spezifisch durch den Anti-XpressTM 
Antikörper erkannt. Weiterhin ist eine Ampicillin-Resistenz zur Selektion in 
Bakterien vorhanden. 
 
Abb 3.2 Schematische Darstellung des Vektors pcDNA3.1/HisA,B,C. Der Expressionsvektor 
enthält eine MCS mit vorangehendem XpressTM- und His-Epitop, sowie den PCMV- und den T7-




Der bakterielle Expressionsvektor pGEX-6P-1 wurde von der Firma Amersham 
Bioscience (Freiburg) bezogen. Der Vektor ermöglicht die bakterielle Expression 
eines Fusionsproteins bestehend aus der Glutathion-S-Transferase (GST, 26 kDa, N-
terminal, Smith and Johnson, 1988) und dem inserierten Protein. Die Transkription 
wird durch den tac-Promotor (Ptac) kontrolliert, der durch Zugabe von Isopropyl- -
Thiogalaktosid (IPTG) induziert werden kann und dann für eine hohe 
Expressionsrate des rekombinanten Proteins in E.coli BL21 sorgt. Zwischen dem 
GST-Anteil und der MCS ist eine PreScission ProteaseTM-Schnittstelle kodiert, die 
die Entfernung des GST-Tags ermöglicht. Mit Hilfe des β-Lactamase-Gens 
(Ampicillin-Resistenz, AmpR) lassen sich transformierte Bakterien selektionieren.  
                                                                                                                                                      Material  
 19
 
Abb. 3.3 Schematische Darstellung des Vektors pGEX-6p-1. Der Expressionsvektor enthält eine 
MCS mit vorangehenden Sequenzen für einen GST-Tag sowie eine PreScission ProteaseTM-
Schnittstelle. Die Expression wird über den tac-Promotor kontrolliert. Für Selektion in Bakterien 
besitzt der Vektor Ampicillin-Resistenz-Gen sowie ein lacIq-Gen. 
 
3.11.3 pFastBACTMHT A 
Der Vektor pFastBACTMHT A ist Teil des Bac-to-Bac® Baculovirus Expression 
Systems (Invitrogen, Karlsruhe) zur Herstellung rekombinanter Baculoviren. Er 
verfügt über einen Polyhedrin-Promoter (PPH) zur effektiven Expression des Zielgens 
in Insektenzellen, sowie über einen 6xHis tag und eine TEV-Protease Schnittstelle 
vor der MCS. Zur spezifischen Transposition des Zielgens in das Baculovirusgenom 
(z.B. bmon14272 bacmid) werden Tn7 L+R Elemente verwendet. Weiterhin sind 
eine Ampicillin- sowie eine Gentamycin-Resistenz  zur Selektion des Plasmids in E. 
coli bzw. des rekombinanten Bacmids in DH10Bac™ E. coli. 
 
Abb 3.4 Schematische Darstellung des Vektors 
pFastBACTMHT A. Der Expressionsvektor enthält 
eine MCS mit vorangehendem His-Epitop und TEV- 
Protease Schnittstelle, sowie den Polyhedrin-
Promotor. Für die Replikation und Selektion in 
Bakterien besitzt der Vektor den pUC ori und ein 
Ampicillin-Resistenz-Gen. Zur Transposition in das 
Baculogenom und anschließende Selektion in 
DH10Bac™ E. coli werden Tn7L+R Elemente sowie 
eine Gentamycin-Resistenz verwendet. 
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3.11.4 pSIREN-IRES-EGFP-RetroQ 
pSIREN-IRES-EGFP-RetroQ ist ein selbst inaktivierender retroviraler siRNA-
Expressionsvektor, der von RNAi-Ready pSIREN RetroQ (BD Biosciences 
Clontech, Heidelberg) abgeleitet ist. Er enthält die Schnittstellen BamHI und EcoRI 
für die Klonierung von dsOligonukleotiden, die für short hairpin-RNA (shRNA) 
kodieren. Expression der shRNA steht unter Kontrolle des Polymerase III-
abhängigen humanen U6-Promotors (U6p). Der Vektor kann als Expressionsplasmid 
und für die Expression eines viralen genomischen Transkripts nach Transduktion 
über retrovirale Partikel verwendet werden. Die Selektion stabil transduzierter 
eukaryotischer Zellen erfolgt über eine Puromycin-Resistenz. Der Vektor enthält 
zusätzlich die kodierende Sequenz für das enhanced green fluorescent protein 
(eGFP), deren Expression über eine internal ribosomal entry site (IRES) vermittelt 
wird, so dass die eGFP Expression bicistronisch an die Puromycin Expression 
gekoppelt ist. Der Vektor wurde freundlicherweise von Frau Effi Wies (AG Neipel, 
Institut für Klinische und Molekulare Virologie, Erlangen) zur Verfügung gestellt. 
 
3.11.5 pSIREN-IRES-EGFP-RetroQ siLuci 
In dieses Konstrukt wurde ein gegen das Luciferase-Gen gerichtetes shRNA-
Oligonukleotid (shLuci-5` und shLuci-3`; s 3.12) kloniert. Es wurde von Sabine 
Rechter, Institut für Virologie, Universität Erlangen-Nürnberg, zur Verfügung 
gestellt. 
 
Abb 3.5 Schematische Darstellung des 
Vektors pSIREN-IRES-EGFP-RetroQ. 
Der Vektor enthält zwei singuläre 
Schnittstellen zur Einklonierung von 
Oligonukleotiden, deren Expression unter 
Kontrolle des U6-Promotors steht. Die 
Selektion von eukaryotischen Zellen 
erfolgt über eine Puromycin-Resistenz, an 
die eine eGFP-Expression gekoppelt ist. 
Für die Replikation und Selektion in 
Bakterien besitzt der Vektor den ColE1 ori 
und ein Ampicillin-Resistenz-Gen. 
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3.11.6 pVSVG 
Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches für das Hüllprotein G (VSVG) des 
Vesikulären-Stomatitis-Virus (VSV) kodiert. Die Expression des Glykoproteins 
VSVG ermöglicht die Herstellung von Retroviren mit einem breiten Wirtsspektrum 
und erhöhter Stabilität (Burns et al., 1993). 
 
3.11.7 pHIT60 
Eukaryotisches Expressionsplasmid, das für die Gag- und Pol-Proteine des murinen 
Leukämievirus unter Kontrolle des CMV-Promotors kodiert. Das Plasmid wurde 
freundlicherweise von Prof. K. Überla, Bochum, zur Verfügung gestellt. 
 
3.11.8 pGEX-UL56C  
Das Konstrukt pGEX-UL56C kodiert für die caboxyterminale Hälfte von HCMV 
pUL56 als GST-Fusionsprotein im Vektor pGEX-5X-1 (Giesen et al., 2000). 
 
3.11.9 pGEX-UL56N 
Das Konstrukt pGEX-UL56N kodiert für die aminoterminale Hälfte von HCMV 
pUL56 als GST-Fusionsprotein im Vektor pGEX-5X-1. Das Konstrukt wurde 
freundlicherweise von PD Dr. Elke Bogner, Institut für Virologie, Universität 
Erlangen-Nürnberg, zur Verfügung gestellt. 
 
3.11.10 pGEX-UL89 
Das Konstrukt pGEX-UL89 kodiert für HCMV pUL89 als GST-Fusionsprotein im 
Vektor pGEX-5X-1 (Hwang and Bogner, 2002). 
 
3.11.11 pcDNA-MCP 
Das Konstrukt pcDNA-MCP kodiert für HCMV pUL86, das major capsid protein 
MCP in pcDNA3. Das Konstrukt wurde freundlicherweise von PD Dr. Elke Bogner, 
Institut für Virologie, Universität Erlangen-Nürnberg, zur Verfügung gestellt. 
 
3.11.12 Cosmid pCM1028 
Das Cosmid pCM1028 codiert einen Teil des HCMV AD169 Genoms, der auch den 
UL104 ORF umfasst (Fleckenstein et al., 1982). 
 




Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma biomers.net GmbH, Ulm, 
bezogen. Sofern nicht anders angegeben, sind die Primer in 5‘-3‘-Orientierung 
dargestellt. Kursive Sequenzabschnitte zeigen Schnittstellen von 
Restriktionsendonukleasen an. Unterstrichene Sequenzabschnitte zeigen bei sh-RNA 


















































 3.13 Geräte 
 
Bedampfungsanlage Turbo Carbon Coater 208 Cressington Scientific 
Instruments Ltd., Watford UK   
Bio-Imager BAS 1000 Fujifilm, Düsseldorf 
CCD-Kamera LAS-100 Fujifilm, Düsseldorf 
Elektronenmikroskop EM T109 Zeiss, Oberkochen 
Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 135 Zeiss, Oberkochen 
Geltrockner Model 583 Biorad, München 
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 410 Zeiss, Oberkochen 
Thermozykler Cyclone 25 Peqlab, Erlangen 
Ultramikrotom Ultracut S  Leica Microsystems, Wetzlar 
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Ultraschallgerät Branson Sonifier 450                        Branson, Dambury 
Ultrazentrifuge L7-55 Beckmann, Frankfurt  
Scanner Microtek ScanMaker E6 Mikrotek, Willich  
Spot Digital Kamera Zeiss, Oberkochen 
Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus Sepatech, Osterode 
Zentrifuge Rotina 48R Hettich, Tuttlingen 
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4.1 Zellbiologische Methoden 
 
4.1.1 Kultivierung von HFF- und 293T-Zellen 
Die adhärent wachsenden HFF- und 293T-Zellen werden je nach benötigter Menge 
in 25 cm2, 75 cm2 oder 175 cm2 Zellkulturflaschen (Nunc, Wiesbaden) 
herangezogen. Die Kultivierung der Zellen erfolgt in DMEM-Kulturmedium bei 
einer konstanten Temperatur von 37 °C im offenen System bei 5%iger CO2-
Begasung. Für das Passagieren werden die konfluent gewachsenen Monolayer nach 
Absaugen des Kulturmediums einmal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 3 
ml Trypsin/EDTA (T/E) zu 25 cm2 Flaschen, 5 ml T/E zu 75 cm2 Flaschen bzw. 9 ml 
T/E zu 175 cm2 Zellkulturflaschen abgelöst. Anschließend werden die Zellen im 
Verhältnis 1:3 (HFF) bzw. 1:5 (293T) in eine neue Zellkulturflasche überführt und 
mit DMEM inkubiert.  
Zum Ansetzen von Deckglaskulturen für Immunfluoreszenzen werden vor der 
Aussaat der Zellen in eine 6-well-Kulturschale Deckgläschen in die Vertiefungen 
eingebracht und mit jeweils 2 ml DMEM beschichtet. 
Zur Lagerung von Zellen wird der Inhalt einer 175 cm2 Zellkulturflasche nach dem 
Ablösen mit T/E sedimentiert (1.000 x g, 5 min, 4 °C), in 3 ml FCS mit 10% (v/v) 
DMSO resuspendiert und in 1 ml Aliquots bei –80°C gelagert. Das Abkühlen erfolgt 
dabei über Nacht (üN) in Isopropanol, um ein langsames Absinken der Temperatur 
zu erreichen. 
 
4.1.2 Kultivierung von Insektenzellen 
Insektenzellen 5B1-4 (High5) werden in 175 cm2 Zellkulturflaschen unter 
Verwendung von TC-100 Medium bei 27°C kultiviert. Zum Passagieren werden die 
Zellen mechanisch abgelöst und im Verhältnis 1:2 geteilt.  
Zur Lagerung der Zellen werden diese nach dem Ablösen sedimentiert (1.000 x g, 5 
min, 4 °C), in 4 ml TC-100 mit 7,5% (v/v) DMSO resuspendiert und in 1 ml 
Aliquots bei –80°C gelagert. Das Abkühlen erfolgt dabei üN in Isopropanol, um ein 
langsames Absinken der Temperatur zu erreichen. 
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4.1.3 Herstellung von Virusstocks und Virustitration  
Für die Anzucht von HCMV AD169 und die Herstellung von Virusstocks werden 
konfluente HFF in 175 cm²-Flaschen mit einer niedrigen multiplicity of infection 
(MOI) von 0,1 infiziert. Nachdem ca. 50% der Zellen einen cytopathischen Effekt 
aufweisen, wird das Medium erneuert. In der Regel kann der Kulturüberstand nach 
10 Tagen abgenommen werden. Durch Sedimentation (1.000 x g, 5 min, 4 °C) 
werden noch vorhandene Zellbestandteile im Medium entfernt. Die zellfreie 
Virussuspension wird anschließend über einen 0,45 µm Sterilfilter filtriert, 
aliquotiert und bei –80°C gelagert.   
Zur Bestimmnug infektiöser Einheiten nach der Endpunktverdünnungsmethode wird 
eine logarithmische Verdünnungsreihe (10-1-10-6, Doppelbestimmung) in 
Kulturmedium angesetzt. Mit diesen Verdünnungen werden konfluente HFFs 
infiziert (s. 4.1.4) und 24 h bei 37°C inkubiert. Durch indirekte Immunfluoreszenz (s. 
4.3.1) unter Verwendung des mAb63-27 sowie eines Anti-Maus/Cy2 
Sekundärantikörpers wird das im Zellkern lokalisierte HCMV-IE1 nachgewiesen und 
durch Auszählen der angefärbten Kerne pro Plättchen der Virustiter ermittelt. Die 
durchschnittliche Anzahl der infektiösen Einheiten (n)/ml Stammsuspension ermittelt 
sich aus der letzten Verdünnung (10-x), in der noch wenige Kerne (y) in der 
Immunfluoreszenz positiv sind, nach der Formel: n = y mal 10x pro ml getestete 
Virussuspension. 
 
4.1.4 Experimentelle Virusinfektion 
Zur Infektion von konfluenten HFF mit HCMV AD169 wird, soweit nicht anders 
angegeben, eine MOI von 1 verwendet. Hierzu werden die Zellen einmal mit DMEM 
ohne FCS gewaschen und dann die entsprechende Menge Virussuspension in 
DMEM ohne FCS auf die Zellen gegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Während 
dieser Zeit findet die Virusadsorption und die Infektion der Zellen statt. 
Anschließend wird der Überstand durch DMEM mit 2% (v/v) FCS ersetzt. Die 
Zellen werden bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert.  
Für die experimentelle Virusinfektion unter Zugabe von Phosphonoessigsäure (PAA; 
Sigma-Aldrich, Steinheim), einem spezifischen Inhibitor der viralen DNA-
Polymerase, wird eine steril filtrierte Stammlösung (1 mg/ml, pH 7,4) vorbereitet. 
Die Behandlung der Zellen erfolgt mit einer PAA-Endkonzentration von 200 µg/ml. 
Die PAA-Stammlösung wird bei allen Arbeitsschritten der Virussuspension bzw. 
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dem Kulturmedium zugesetzt. 
 
4.1.5 Transfektion von 293T-Zellen mittels LipofectamineTM 2000 
Zum Einbringen von Plasmid-DNA in 293T-Zellen erfolgt die Transfektion mittels 
LipofectamineTM 2000 nach den Angaben des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe). 
Hierbei handelt es sich um ein kationisches Lipid, das unter Bildung von Liposomen 
mit der negativ geladenen DNA interagiert. Diese Komplexe fusionieren mit der 
Plasma-Membran der zu transfizierenden Zellen, wodurch die Fremd-DNA in die 
Zellen eingebracht wird.  
293T-Zellen werden zunächst in 6-wells bis zum Erreichen von ca. 90 % Konfluenz 
angezüchtet und mit 2 ml DMEM ohne Zusätze überschichtet. Zur Transfektion 
werden pro well je 4 µg DNA bzw. 10 µl LipofectamineTM 2000 zu 250 µl DMEM 
gegeben und für 5 min bei RT inkubiert.  DNA und Transfektionsreagenz werden 
gründlich gemischt und weitere 20 min bei RT inkubiert. Danach wird der 
Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben und üN bei 37°C und 5% CO2 im 
Brutschrank inkubiert. Anschließend wird der Überstand durch normales DMEM-
Kulturmedium ersetzt und für weitere 24 h unter den oben genannten Bedingungen 
inkubiert. Bei größeren Ansätzen werden die verwendeten Mengen entsprechend der 
Fläche erhöht. 
 
4.1.6 Gewinnung von Zellextrakten 
Zur Gewinnung von Zellextrakten werden Monolayer-Kulturen zunächst zweimal 
mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach dem Abschaben vom Flaschenboden werden 
die Zellen sedimentiert (1.000 x g, 5 min, 4 °C), je nach Verwendungszweck in 500 
µl IP- (s. 4.3.4) oder Co-IP-Puffer (s. 4.3.5) aufgenommen und mit Hilfe eines 
Ultraschallgerätes für 30 s bei voller Leistung und 4°C homogenisiert. Durch eine 
anschließende Sedimentation bei 10.000 x g für 30 min bei 4 °C werden nicht gelöste 
Zelltrümmer entfernt. Der Überstand wird aliquotiert und bei  	
Für 
direkte Immunoblot-Analysen ohne vorherige Präzipitation werden infizierte Zellen 
in 75 cm2 Flaschen ebenfalls in 500 µl Co-IP-Puffer aufgenommen, transfizierte 
Zellen aus 6 wells in 150 µl, und jeweils 15 µl Zelllysat verwendet. Um eine 
Proteindegradation zu verhindern, wird allen Puffern kurz vor Gebrauch der 
Proteaseinhibitor PMSF (0,2 mM) zugesetzt. Der IP- und Co-IP-Puffer erhalten 
zusätzlich den Protease-Inhibitor Mix M (AEBSF, Aprotinin, Bestatin, E-64, 
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Die Zellfraktionierung erlaubt die differenzierte Untersuchung von Zelllysaten auf 
den Proteingehalt von Kern- und Zytoplasma-Bereichen. Die unterschiedlichen 
Fraktionen können im Anschluß in der Immupräzipitation untersucht werden. 
Zur Fraktionierung werden nicht-infizierte oder AD169-infizierte HFF (s. 4.1.4) in 
175 cm²-Flaschen zunächst in PBS geerntet. Die Zellsedimente werden anschließend 
in 5 ml hypotonem Puffer H gewaschen (1.000 x g, 5 min), in 1 ml Puffer H 
resuspendiert und zum Aufquellen der Zellen 5 min auf Eis inkubiert. Der Aufschluß 
der Zellen erfolgt durch Zugabe von 1 ml Puffer H mit 1% (v/v) Triton X-100 und 5-
minütiger Inkubation auf Eis mit gelegentlicher mechanischer Resuspension. Es wird 
je ein Aliquot von 200 µl abgenommen und als Homogenat-Fraktion aufbewahrt. 
Anschließend werden die freigesetzten Kerne sedimentiert (1.000 x g, 5 min) und der 
Überstand als Zytoplasma-Fraktion aufbewahrt. Das Kernsediment wird in 1,5 ml 
Puffer H plus 0,5 % (v/v) Triton X-100 resuspendiert und mit 1,62 M Sucrose in 
Puffer H versetzt (Endkonzentration = 0,3 M), um ein Aneinanderhaften der Kerne 
zu verhindern. Für die Aufreinigung der Kerne wird die Suspension auf ein 3 ml-
Sucrosekissen aus 1,62 M Sucrose in Puffer H geschichtet und bei 2.100 x g für 15 
min zentrifugiert. Das Kernsediment wird in 1,5 ml Puffer H plus 0,5 % (v/v) Triton 
X-100 und 0,3 M Sucrose resuspendiert. Durch Zentrifugation bei 1.000 x g für 5 
min werden die Kerne erneut sedimentiert und noch vorhandene Triton X-100 
empfindliche Membranen (äußere Kernmembran, zytoplasmatische Membranen) 
entfernt. Schließlich werden die gereinigten Kerne in 500 µl IP-Puffer 
aufgenommen. Die Homogenat- und Zytoplasma-Fraktion wird an die Salz- und 
Detergenzbedingungen des IP-Puffers angepaßt. Alle Fraktionen werden durch 
Ultraschall homogenisiert und nicht gelöste Zelltrümmer sedimentiert (100.000 x g, 
30 min). Alle Arbeitsschritte werden bei 4°C durchgeführt. Den eingesetzten 
Lösungen werden kurz vor Gebrauch der Proteaseinhibitor PMSF (0,2 mM) sowie 
der Protease-Inhibitor Mix M (AEBSF, Aprotinin, Bestatin, E-64, Leupeptin und 
Pepstatin A; Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg) in einer 1:100 Verdünnung 
zugesetzt. 
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Puffer H pH 7,5 
KaCl 5 mM 
MgCl2 1 mM 
Tris/HCl   25 mM 
aqua dest 
 
4.1.8 Aufreinigung extrazellulärer Virionen 
Zur Isolierung von extrazellulären Virionen wird der Überstand von AD169 
infizierten HFF (s. 4.1.4) in 175 cm2-Flaschen 96 h p.i. abgenommen. Zellfragmente 
werden 10 min bei 3.500 rpm sedimentiert und der Überstand 70 min bei 100.000 x g 
und 4°C (SW28-Rotor; Beckmann, Frankfurt) zentrifugiert. Das Virussediment wird 
in 200 µl PBS resuspendiert. Für Immunoblot-Analysen werden jeweils 15 µl 
verwendet. 
 
4.1.9 Herstellung rekombinanter Baculoviren 
Zur Expression von Proteinen über rekombinante Baculoviren wird das Bacmid 
bMON14272, in welches das Zielgen eingebracht wurde, in High5 Zellen in 25 cm2 
Flaschen transfiziert. Die Zellen werden mit TC-100 ohne FCS gewaschen und mit 1 
ml TC-100 ohne FCS überschichtet. Für einen Transfektions-Ansatz werden 5 µl 
DNA aus einer Minipräparation (s. 4.2.1.1) mit 45 µl aqua dest und 50µl Cellfectin® 
Reagent (Invitrogen, Karlsruhe) gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe 
von 800 µl TC-100 ohne FCS wird die Lösung auf die Zellen gegeben und für 5 h 
bei 27°C inkubiert. Danach wird die Transfektions-Lösung entfernt und 5 ml frisches 
TC-100 zugegeben. Der virushaltige Überstand wird 48 h nach Transfektion 
geerntet, über einen 0,45 µm Sterilfilter filtriert und bei 4°C gelagert. 
 
4.1.10 Herstellung rekombinanter Retroviren 
Zur Transduktion von Zellen mittels Retroviren werden 5x106 293T Zellen in 10 cm 
Schalen ausgesät. Am nächsten Tag werden mittels LipofectamineTM 2000 (s. 4.1.5) 
je 4,5 µg der Verpackungsplasmide pHIT60 und pVSV-G sowie 3 µg eines 
verpackungskompetenten Expressionsplasmids transfiziert. Gebildete Retroviren 
werden in den Überstand abgegeben und 48 h nach Transfektion abgenommen. Nach 
Filtration über einen 0,45 µm Sterilfilter werden je 2 ml mit 3 µl Polybrene (5 
mg/ml) gemischt und HFF in 6-wells (80.000 Zellen/well) damit infiziert. Der Rest 
wird aliquotiert und bei 	
 
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4.2 Molekularbiologische Methoden 
 
4.2.1 Plasmidpräparation aus Bakterien 
 
4.2.1.1 Minipräparation von Plasmid-DNA 
Zur Plasmidpräparation im kleinem Maßstab von bis zu 20 µg werden Bakterien 
einer alkalischen Lyse unter Verwendung von Puffern der Firma Qiagen, Hilden, 
unterzogen und die Plasmid-DNA über eine Isopropanol-Fällung isoliert. 
Einzeln gewachsene Bakterienkolonien (s. 4.2.9) werden in 5 ml LB-Amp üN auf 
einem Schüttler bei 37 °C angezogen. 1,5 ml der Bakteriensuspension werden 
sedimentiert (3.000 rpm, 10 min), in 250 µl P1 resuspendiert und mit 250 µl P2 
lysiert. Nach Zugabe von 350 µl P3 werden die präzipitierten Bestandteile 
abzentrifugiert (13.000 rpm, 10 min). Der Überstand wird in ein neues Eppendorf-
Cup überführt und die DNA nach Zugabe von 500 µl Isopropanol gefällt (13.000 
rpm, 20 min). Nach Waschen mit 70% Ethanol wird das Sediment luftgetrocknet und 
in 40 µl aqua dest aufgenommen. Die Plasmid-DNA wird bei –20°C gelagert.  
 
Qiagen-Puffer P1-3 Die Zusammensetzung der Puffer ist den 
Herstellerangaben zu entnehmen. 
 
4.2.1.2 Maxipräparation von Plasmid-DNA 
Auf der Basis eines positiven Bakterienklons wird unter Verwendung des QIAGEN 
Plasmid Maxi Kit eine Plasmidpräparation großen Maßstabs (bis zu 100 µg Plasmid-
DNA) nach Herstellerangaben angefertigt. Das Verfahren basiert auf der alkalischen 
Lyse der Zellen und anschließender Aufreinigung der Plasmid-DNA über einen 
Anionenaustauscher. Im letzten Schritt wird die eluierte DNA über eine Isopropanol-
Fällung isoliert. 
200 ml einer Übernachtkultur in LB-Amp werden sedimentiert, lysiert und die 
Zelltrümmer entfernt. Die DNA bindet nach dem Beladen der QIAGEN-tips an die 
Säulenmatrix und wird nach mehrmaligem Waschen eluiert und mit Isopropanol 
gefällt. Die gereinigte Plasmid-DNA wird in 100-200 µl aqua dest aufgenommen 
und bei 4°C gelagert. 
 
Qiagen-Puffer Die Zusammensetzung der Puffer ist den 
Herstellerangaben zu entnehmen. 
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4.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA in Lösung  
Zur Bestimmung der Konzentration von DNA-Präparationen werden  diese 1:100 in 
aqua dest verdünnt, um den linearen Meßbereich von E = 0,1-0,8 einzuhalten. Die 
Extinktion wird gegen einen Leerwert bei einer OD von 260 nm gemessen und zur 
Konzentrationsmessung verwendet. Für die Konzentrationsbestimmung doppel-
strängiger DNA (dsDNA) gilt folgende Richtlinie: OD260nm = 1,0 entspricht 50 µg/ml 
dsDNA bei 1 cm Lichtweg. Daher gilt: 
Konzentration (µg/µl) = OD260 x 1/Verdünnung x 50/1000. 
 
4.2.3 Restriktion doppelsträngiger DNA mittels Endonukleasen 
Für das Klonieren von Zielgenen in Plasmidvektoren und die anschließende 
Kontrolle des Vorgangs oder die Linearisierung zirkulärer DNA-Stücke wird dsDNA 
durch Endonukleasen an spezifischen Sequenzabschnitten gespalten. Je nach 
Zielsetzung werden für Kontrollreaktionen bzw. Klonierungen 1 µg bzw. 5 µg 
Plasmid-DNA oder PCR-Amplifikat eingesetzt. Ein Reaktionsansatz enthält 
weiterhin 0,1 Volumenteil (VT) der verwendeten Endonuklease (bei Restriktion mit 
zwei Enzymen je 0,05 VT), 0,1 VT des für die Nuklease geeigneten 10x 
Reaktionspuffers und falls benötigt 0,1 VT 10x BSA. Je nach Menge der 
eingesetzten DNA beträgt das Gesamtvolumen, das mit aqua dest eingestellt wird, 10 
µl bzw. 50 µl. Der Reaktionsansatz wird für 2 h bei 37°C inkubiert. 
 
4.2.4 Dephosphorylierung linearisierter Plasmide 
Durch dieses Verfahren werden die 5`-Phosphatgruppen an den Enden linearisierter 
Plasmide dephosphoryliert, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer Religation von 
Plasmiden verringert wird. Die Dephosphorylierung findet im Anschluss an eine 
Restriktion (s. 4.2.3) statt, so dass zu dem vorhandenen Reaktionsansatz 2 µl des 
Enzyms alkalische Phosphatase zugegeben werden. Der Ansatz wird für 30 min bei 
37°C inkubiert.  
 
4.2.5 Aufreinigung von DNA aus Enzym-haltigen Ansätzen 
Restriktions-, Dephosphorylierungs- und PCR-Ansätze enthalten neben der DNA 
noch Enzyme und andere Bestandteile, die für das weitere Vorgehen unerwünscht 
sind. Dies gilt ebenfalls für die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen (s. 4.2.8). 
Diese Bestandteile werden mit Hilfe des NucleoSpin® Extract II Kits (Macherey-
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Nagel, Düren) entsprechend der Angaben des Hersteller-Protokolls entfernt. Die 
DNA adsorbiert an eine Säulenmatrix, wird durch Waschen von Verunreinigungen 
befreit und schließlich in 30–50 µl aqua dest oder Elutionspuffer eluiert. Die 
Lagerung des Eluats erfolgt bei –20°C. 
 
Kit-Puffer Die Zusammensetzung der Puffer ist den 
Herstellerangaben zu entnehmen. 
 
4.2.6 Fällung von DNA 
Zum Ankonzentrieren oder einer schnellen Aufreinigung von vorhandenen DNA- 
Präparationen wird die DNA gefällt. Zum Reaktionsansatz wird zunächst 0,1 VT 3 
M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 VT 100% Ethanol zugegeben. Nach 
Zentrifugation für 30 min bei 13.000 rpm wird das Sediment mit 70%igem Ethanol 




Die Ligation wird verwendet, um ein DNA-Fragment in einen linearisierten Vektor 
einzubringen. Dazu werden an den DNA-Enden zunächst komplementäre Überhänge 
durch Restriktion (s. 4.2.3) erzeugt. Weiterhin wird der Vektor dephosphoryliert, um 
eine Religation zu vermeiden (s. 4.2.4). Die verwendete Ligase verbindet die 5`-
Phosphat- und 3`-Hydroxyl-Enden der DNA-Fragmente unter ATP-Verbrauch. 
In einem Gesamtvolumen von 15 µl werden 10-50 ng Vektor, 3 µl des 5x 
Ligasepuffers, 1 mM ATP und 1 µl der T4-DNA-Ligase (1 U/µl) eingesetzt. Das 
DNA-Insert wird 5:1 im Überschuß zugegeben. Die Reaktion findet üN bei 14°C 
statt. 
 
4.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA  
Die Auftrennung von DNA in einem Agarosegel dient der Größenbestimmung bzw. 
der Mengenabschätzung der eingesetzten DNA im Vergleich zu einem DNA-
Längenstandard definierter Menge. Weiterhin lassen sich DNA-Fragmente 
definierter Größe aufreinigen.   
Hierzu werden die DNA-Proben und der DNA-Marker (1kb DNA Ladder; NEB, 
Frankfurt) mit 6-fach Probenpuffer in einfacher Endkonzentration versetzt und in die 
Taschen eines 1%igen TBE-Agarosegel gegeben. Die Auftrennung erfolgt unter 
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Verwendung eines 1x TBE-Laufpuffers und einer Spannung von 100 V. Das 
Agarosegel enthält weiterhin Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,15 
µg/ml, das mit der dsDNA interkaliert. Infolge dessen können die aufgetrennten 
DNA-Fragmente unter UV-Licht von 254 nm nachgewiesen werden. Das Ergebnis 
wird fotographisch festgehalten. 
Bei einer Aufreinigung wird die gewünschte DNA-Bande unter UV-Licht von 366 
nm ausgeschnitten und aus dem Gel eluiert (s. 4.2.5). 
 
4.2.9 Transformation von Plasmiden in E. coli 
Die Transformation ist ein Verfahren, bei dem Fremd-DNA in Bakterien transferiert 
wird. Hierzu werden kompetente Bakterienzellen verwendet, die entsprechend 
vorbehandelt wurden, um die Effizienz der Aufnahme von Fremd-DNA zu erhöhen. 
Die Transformation selbst erfolgt durch einen Hitzeschock. 
 
4.2.9.1 Herstellung kompetenter Bakterien  
Zur Herstellung kompetenter Zellen für die Transformation mittels Hitzeschock 
werden je 20 µl der E.coli-Stämme XL-1-Blue oder BL21 in 5 ml LB-Tet oder LB-
Medium üN bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Im Anschluß wird 1 ml der üN-
Kultur zu 100 ml frischem LB-Tet oder LB-Medium gegeben und bis zu einer OD600 
von 0,5 bei 37°C herangezogen. Danach werden die Bakterien für 15 min auf Eis 
inkubiert, bei 2.600 rpm für 15 min bei 4°C sedimentiert und in 33 ml RF1-Puffer 
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wird das Sediment in 8 ml RF2-Puffer 
aufgenommen, 15 min auf Eis inkubiert und in 200 µl Aliquots in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei –80°C.  
 
RF1-Puffer (pH 5,8) sterilfiltriert 
RbCl 100 mM 
MnCl2 x 2H2O 50 mM 
KAc 30 mM 
CaCl2 x H2O 10 mM 
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RF2-Puffer (pH 6,8) sterilfiltriert 
MOPS 10 mM 
RbCl 10 mM 
CaCl2 x H2O 75 mM 
Glycerin 15% (v/v) 
aqua dest 
 
4.2.9.2 Hitzeschock -Transformation 
Für die Transformation wird ein Aliquot kompetenter Bakterien auf Eis aufgetaut. Es 
wird 1 µl Plasmid-DNA bzw. 10 µl eines Ligationsansatz zugegeben und  30 min auf 
Eis inkubiert. Der Hitzeschock folgt für 90 s bei 42°C, anschließend wird der Ansatz 
erneut 2-3 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 600 µl LB-Medium erfolgt eine 
Inkubation von 30 min bei 37°C zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz. Danach 
werden 100 µl des Ansatzes auf LB-Agarplatten mit dem entsprechendem 
Antibiotikum verteilt. Der Rest wird 3 min bei 4.000 rpm sedimentiert, in einem 
Restvolumen von 100 µl resuspendiert und ebenfalls auf einer LB-Agarplatte 
verteilt. Die Platten werden üN bei 37°C inkubiert, wobei einzelne Bakterienklone 
entstehen.  
 
4.2.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wird eine PCR mit zwei spezifischen 
Oligonukleotiden durchgeführt, welche antiparallel an die komplementären Stränge 
der Matrizen-DNA binden können (Mullis and Faloona, 1987). Durch Zugabe einer 
thermostabilen DNA-Polymerase und Desoxynukleotiden (dNTPs) wird die 
Verlängerung der als Primer dienenden Oligonukleotide ermöglicht. Die 
verwendeten Oligonukleotide tragen an ihrem 5‘-Ende spezifische 
Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen, die mit der DNA-Matrize 
nicht hybridisieren, jedoch für eine nachfolgende Insertion des Amplifikats in einen 
Vektor benötigt werden. 
Die exponentielle Amplifikation der zu synthetisierenden DNA-Stränge erfolgt  in 
einem Thermozykler unter folgenden Bedingungen: initiale Denaturierung für 5 min 
bei 95°C, 35 Zyklen aus Denaturierung (95°C, 30 s),  Hybridisierung der Primer 
(52°C, 30 s) und Polymerisation (72°C, 1 min/kb), Vervollständigung der Stränge 
durch eine weitere Amplifikationsphase (72°C, 7 min). Nach Beendigung der 
Reaktion wird der Ansatz auf 15°C abgekühlt. Die Aufreinigung der Amplifikate 
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erfolgt über das Kit NucleoSpin® Extract II (s. 4.2.5). Die erfolgreiche 
Amplifikation der DNA wird durch elektrophoretische Auftrennung in einem 




Matrizen-DNA 1 µg 
10x PCR-Puffer (NEB) 5 µl 
dNTP-Mix (je 2,5 mM) 5 µl 
Primer hin (50 pmol/ µl) 2 µl 
Primer rück (50 pmol/ µl) 2 µl 
Vent-DNA-Polymerase (1 U/µl) 1 µl 
aqua dest ad 50 µl 
 
 
4.2.11 Asymmetrische PCR für automatische Sequenzierung 
Die DNA–Sequenzierung dient der Kontrolle von Klonierungen. Hierzu wird eine 
modifizierte Didesoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) angewendet. 
Durch Verwendung von verschiedenfarbig fluoreszierenden 2`,3`-
Didesoxynukleotid-5`-Triphosphaten (ddNTPs) im dNTP-Mix kommt es zu 
Kettenabbrüchen der Synthesereaktion und somit zu einer Population unterschiedlich 
langer DNA-Fragmente, die sich nach ihrer Größe auftrennen lassen. Die 
Fluoreszenzfarbe ermöglicht eine Identifikation des jeweils endständigen Nukleotids. 
Zur Sequenzierung werden Ansätze von je 20 µl Volumen mit folgenden 
Komponenten angesetzt: 14,5 µl aqua dest, 0,5 µl DNA aus einer Minipräparation (s. 
4.2.1.1), 25 pmol eines geeigneten Primers, 1 µl Big-Dye-Sequenzier-Kit und 3,5 µl 
Big-Dye-Polymerase-Puffer (ABI, Weiterstadt). Im Big-Dye-Sequenzier-Kit schon 
enthalten sind eine thermostabile DNA-Polymerase, nichtmarkierte dNTPs und 
fluoreszenzmarkierte ddNTPs. Die eigentliche PCR wird unter folgenden 
Bedingungen durchgeführt: Denaturierung für 15 s bei 94°C, Anlagerung des 
Primers für 10 s bei 50°C, Polymerisierungsreaktion und Abbruchreaktion für 4 min 
bei 60°C. Für die Auftrennung und Auswertung wird der ABI Prism 3100 und das 
zugehörige Sequencing Analysis Programm (Applied Biosystems, Foster City, USA) 
verwendet. 
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4.2.12 Pulsfeld-Gelelektrophorese 
Die Pulsfeld-Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung sehr großer DNA-
Fragmente wie z.B. viraler DNA über das Anlegen von elektrischen Impulsen in 
einem Winkel von je 60° zur Laufrichtung.  
Zur Isolierung intrazellulärer viraler DNA werden AD169-infizierte HFF in 6 cm 
Schalen (MOI=3; s. 4.1.4) mit PBS gewaschen, die Zellen abgelöst und nach 
Sedimentation (3.000 rpm, 10 min, 4°C) in 200 µl L-Puffer resuspendiert. Die Zellen 
werden mit gleicher Menge 2% SeaPlaque GTG Agarose (Bio-Rad Labaratories, 
München) sowie 10 mg/ml Proteinase K versetzt und in Blockform abgekühlt. Die 
Lyse der Zellen erfolgt durch Inkubation der Agarose-Blocks in 1,5 ml Lysepuffer 
bei 50°C üN. Die Proteinase K wird durch Waschen mit 10 VT TE-Puffer für 3x 30 
min inaktiviert. Je ein Aliquot vorhandender Ansätze wird üN bei 37°C mit 50 U des 
Restriktionsenzyms NotI behandelt. Nach Equilibrieren der Agaroseblocks in 0,5x 
TBE für 30 min werden die Blocks sowie ein Aliquot MidRange I pulsed-field 
Gelmarker (NEB, Franfurt) in die Taschen eines 1% Agarosegels eingebracht. Der 
Lauf findet in 0,5x TBE für 20 h bei 14°C mit einem Pulswinkel von 120° und einer 
Pulszeit von 2-20 sec bei 6 V/cm statt. Das Gel wird im Anschluß für 30 min mit 1 
µg/ml Ethidiumbromid gefärbt, 10 min in Wasser entfärbt und fotographiert. 
 
L-Puffer pH 7,5 
Tris/Hcl 10 mM 
NaCl 20 mM 
EDTA 100 mM 
 
Lysepuffer 
L-Puffer + 1% Na-Sarkosyl, 100 µg/ml Proteinase K 
 
TE-Puffer pH 8,0 
Tris/HCl 10 mM 
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4.3 Immunologische Methoden 
 
4.3.1 Affinitätsreinigung von Antikörpern mittels Affigel 
Durch kovalente Ester-Bindung eines Protein-Antigens an eine Agarose-Matrix und 
anschließender Antigen-Antikörper Interaktion können spezifische Antikörper aus 
einem Antikörper-Pool wie z.B. humanen Serum isoliert werden.  
Das Antigen wird üN gegen 2 l Kopplungspuffer (4°C) dialysiert. 9 ml Affigel 10 
und 18 ml Affigel 15 (Bio-Rad Laboratories,München) werden mit aqua dest 
gewaschen und in einer Glasschale mit 10 ml Kopplungspuffer und dem Antigen üN 
bei 4°C auf einem Schwenktisch inkubiert. Der Ansatz wird in ein 50 ml-Röhrchen 
überführt, das Affigel-Material sedimentiert (2.100 x g, 15 min, 4°C) und der 
Überstand verworfen. Nach Inkubation mit Blockpuffer für 1 h wird je einmal mit 50 
ml aqua dest und Startpuffer gewaschen. Danach erfolgt die Zugabe von 5 ml 
Rekonvaleszentenserum und 15 ml Startpuffer für erneute Inkubation üN bei 4°C. 
Nach dreimaligem Waschen mit je 50 ml Startpuffer werden gebundene Antikörper 
durch Zugabe von 5 ml Elutionspuffer durch eine Änderung des pH-Werts abgelöst. 
Der gewonnene Überstand wird mit 1,5 ml 2,5 M Tris/HCl pH 8,0 neutralisiert. Es 
werden 3 Antikörper-Fraktionen erstellt. Das Affigel kann nach erneutem Waschen 
mit 2x aqua dest und 2x Startpuffer wiederverwendet werden und wird bei 4°C in 
Startpuffer gelagert. Den Antikörperfraktionen sowie dem Startpuffer für die 
Lagerung werden 0,02% (w/v) NaN3 zugesetzt. 
 
Kopplungspuffer pH 6,5 
MES 0,1 M 
 
Blockpuffer pH 8,0 
Ethanol-Lamin/HCl 1 M 
 
Startpuffer pH 8,0 
NaCl 150 mM 
Tris/HCl 50 mM 
 
Elutionspuffer pH 2,8 
Glycin/HCl 0,2 M 
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4.3.2 Immunfluoreszenz 
Die Immunfluoreszenz dient dem Nachweis von Antigenen wie rekombinanten 
Proteinen in transfizierten Zellen oder viralen Proteinen in infizierten Zellen mittels 
fluoreszenz-markierter Antikörper. Bei der indirekten Immunfluoreszenz erfolgt der 
Nachweis über einen markierten Zweitantikörper, der gegen den spezifischen, nicht-
markierten Erstantikörper gerichtet ist. Die Immunfluoreszenz ist eine häufig 
genutzte Technik zur Identifizierung der subzellulären Lokalisation antigener 
Proteine.   
 
4.3.2.1 Fixierung und Permeabilisierung von Zellen 
Für die Immunfluoreszenz geeignet sind Fixierungsmethoden, bei denen weitgehend 
sowohl die morphologische Struktur der Zelle als auch die Antigenität erhalten 
bleiben. Die Paraformaldehyd-Fixierung erfordert zusätzlich die Permeabilisierung 
der Zellmembranen mittels nicht-ionischem Detergenzien, um die Bindung der 
Antikörper an intrazelluläre Antigene zu gewährleisten. 
Die Zellen werden mit 3% Paraformaldehyd (w/v) in PBS für 20 min fixiert. Danach 
werden die Zellen mit PBS gewaschen, für 10 min mit 50 mM NH4Cl in PBS 
abgesättigt, erneut gewaschen, für 5 min mit 0,2% Triton in PBS permeabilisiert und 
erneut gewaschen. 
 
4.3.2.2 Immunfluoreszenz von permeabilisierten Zellen 
Fixierte Deckglas-Kulturen werden mit dem Erstantikörper, welcher gegebenenfalls 
mit 3% BSA (w/v) in PBS verdünnt wird, für 60 min in einer feuchten Kammer 
inkubiert und im Anschluß nicht gebundener Antikörper durch Waschen mit PBS 
entfernt. Bei Co-Immunfluoreszenzen erfolgt die Inkubation mit einem weiteren 
Erstantikörper. Wurden beide Erstantikörper aus humanem Serum gewonnen, wird 
zur Vermeidung von Kreuzreaktion eine Absättingung mit unkonjugierten Anti-
Human IgG (H+L) aus der Ziege zwischengeschaltet, so dass ein entsprechender 
anti-Ziege Zweitantikörper verwendet werden kann. Nach dem Waschen mit PBS 
folgt die Inkubation mit fluoreszenzgekoppelten Zweitantikörpern, ebenfalls in 3% 
BSA verdünnt, für 30 min ohne Lichteinwirkung. Bei Anfärbung der Zellkerne wird 
außerdem der DNA-Farbstoff TO-PRO®-3 (1:500; Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben. 
Die Präparate werden mit PBS und anschließend mit aqua dest gewaschen, um die 
Ausbildung von Salzkristallen zu verhindern. Die Deckgläschen werden mit 
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FluoprepTM (bioMérieux, Marcy l`Etoile, Frankreich) mit 2,5% (w/v) DABCO auf 
Objektträgern fixiert, getrocknet und anschließend mit Hilfe eines konfokalen Laser 
Scanning Mikroskops (LSM) oder eines Epifluoreszenzmikroskops (Axioplan) und 
einer Kamera (Spot-Kamera) analysiert. 
 
4.3.3 Immunoblot 
Proteine aus Zelllysaten (s. 4.1.6) können nach Auftrennung über SDS-PAGE (s. 
4.4.1/4.4.2) mittels Immunoblot nachgewiesen werden. Dabei werden nur die 
gesuchten Proteine spezifisch über Antikörper detektiert. 
Zum Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine 
Nitrozellulosemembran (0,2 µm Porengröße; Schleicher & Schuell BioScience 
GmbH, Dassel) wird das Halbtrockenblot-Verfahren verwendet. Dazu werden 
zwischen zwei Graphit-Plattenelektroden (Keutz Labortechnik, Reiskirchen) drei in 
Blotpuffer getränkte Filterpapiere, die Nitrozellulosemembran, das Gel  und wieder 
drei Filterpapiere passend aufeinander geschichtet. Durch den Transfer für 90 min 
bei einer Stromstärke von 0,8 mA/cm2 Blotfläche werden die Proteine auf die 
Membran übertragen. Die freien Bindungsstellen auf der Membran wurden durch 
Inkubation für 30 min in 5% (w/v) Magermilchpulver in PBS/0,1% Tween20 
abgesättigt. 
Nach 3x Waschen für 5 Minuten in PBS/0,1% Tween20 erfolgt die Inkubation für 2 
h unter Schwenken mit dem spezifischen Erstantikörper, der in PBS/0,1% Tween20 
verdünnt wird. Anschließend wird die Membran erneut gewaschen und für 90 min 
mit einem in PBS/0,1% Tween20 verdünnten Peroxidase-gekoppelten 
Zweitantikörper inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgt der Nachweis der 
spezifisch detektierten Proteine über Zugabe von 10 ml ECL-Lösung A, 100 µl ECL-
Lösung B und 3,1 µl Wasserstoffperoxid. Dies löst eine Lichtreaktion aus, die sich 
mittels CCD-Kamera (LAS-1000; Fujifilm, Düsseldorf) dokumentieren läßt. Bei der 
ECL-Reaktion (enhanced chemoluminescence) katalysiert die Peroxidase des 
Zweitantikörpers die Oxidation von Luminol und löst so Chemolumineszenz aus.  
Durch Inkubation der Membran für 30 min in Harnstoff-Puffer können die 
Antikörper wieder abgelöst und die Membran nach erneutem Absättigen mit 
Milchpulver für weitere Proteindetektionen verwendet werden. 
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Blotpuffer 
Glycin 200 mM 
Tris 25 mM 




50 mg Luminol (Sigma-Aldrich, Steinheim) in 200 ml 0,1 M Tris/HCl pH 8,6 
 
ECL-Lösung B 
11 mg p-Hydroxycoumarinsäure (Sigma-Aldrich, Steinheim) in 10 ml DMSO 
 
Harnstoff-puffer  
Tris/HCl pH 7,0 10 mM 
NaCl 50 mM 
EDTA 2 mM 
Urea 8 M 
 
4.3.4 Imunpräzipitation (IP) 
Die Immunpräzipitation erlaubt die Isolation von Proteinen aus Zelllysaten über die 
Interaktion mit spezifischen Antikörpern, die über ihre FC-Anteile an Protein-A-
Sepharose (PAS) binden und daher sedimentiert werden können. In die Proteine wird 
über die Aminosäure Methionin radioaktiver Schwefel eingebaut, so dass sie im 
Anschluß an die IP über Autoradiographie detektiert werden können. 
Nicht-infizierte oder AD169-infizierte HFF (s. 4.1.4) in 25 cm2 Flaschen werden 72 
h p.i. für 2 h mit Mangelmedium inkubiert (DMEM ohne Methionin/Cystein; Gibco 
BRL Life Technologies, Eggenstein). Nach Zugabe von 50 µCi [35S]-Methionin 
(Redivue™; Amersham Biosciences, Freiburg) für 1 h werden die Zellen geerntet (s. 
4.4.6), in 500 µl IP-Puffer aufgenommen, 1:10 mit Antikörper versetzt und 2 h auf 
einem Überkopf-Taumler bei 4°C inkubiert. Danach werden 40 µl PAS (1:1 in IP-
Puffer) zugegeben und üN inkubiert. Die PAS-Antikörper-Protein-Komplexe werden 
sedimentiert (1.500 x g, 5 min, 4°C) und 4x mit IP-Puffer gewaschen. Nach Zugabe 
von 15 µl 4xPP werden durch Erhitzen auf 95°C für 5 min die Proteine abgelöst und 
über SDS-PAGE (s. 4.4.1) aufgetrennt. Die Gele werden mit Coomassie-Lösung 
gefärbt (s. 4.4.3), getrocknet und zur autoradiographischen Detektion der Proteine 
eine BioImager-Platte oder ein Röntgenfilm (Biomax) aufgelegt. Bei Verwendung 
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einer BioImager-Platte erfolgt die Auswertung am Bio-Imager BAS 1000 (Fujifilm, 
Düsseldorf). 
 
4.3.5 Co-Immunpräzipitation (Co-IP) 
Die Co-Immunpräzipitation dient dem Nachweis einer spezifischen Interaktion 
zweier in Lösung befindlicher Proteine mittels spezifischer Antikörper. Das erste 
Protein wird über seinen spezifischen Antikörper, der einen Komplex mit PAS 
eingeht, aus der Lösung isoliert. Der Interaktionspartner läßt sich daraufhin nach 
Auftrennung der Proteine über SDS-PAGE im Immunoblot nachweisen. 
Zelllysate aus 75 cm2-Flaschen nicht-infizierter oder AD169-infizierter HFF (s. 
4.1.5) werden in 500 µl CoIP-Puffer resuspendiert. Pro Ansatz werden 50 µl 
Zelllysat mit dem verwendeten Antikörper und CoIP-Puffer auf 500 µl 
Gesamtvolumen aufgefüllt. Der Ansatz wird für 2 h auf einem Überkopf-Taumler bei 
4°C inkubiert. Danach werden 40 µl PAS (1:1 in CoIP-Puffer) zugegeben und erneut 
2 h inkubiert. Die PAS-Antikörper-Protein-Komplexe werden sedimentiert (1.500 x 
g, 5 min, 4°C) und 4x mit CoIP-Puffer gewaschen. Nach Zugabe von 15 µl 4xPP 
werden durch Erhitzen auf 95°C für 5 min die Proteine abgelöst und über SDS-
PAGE (s. 4.4.1) aufgetrennt. Die Analyse erfolgt über Immunoblot (s. 4.3.3) mit 
Antikörpern gegen den gesuchten Interaktionspartner. Weiterhin wird mit je einem 




4.4 Proteinchemische Methoden 
 
4.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht erfolgt mittels 
SDS-PAGE nach Laemmli (1970).  
Die Glasplatten für das Polyacrylamidgel werden mit den Abstandshaltern (1 mm) 
zusammengesetzt. Das 8%ige Trenngel wird nach Induktion der 
Polymerisationsreaktion durch 10% APS und TEMED bis auf 1 cm unter den Kamm 
gegossen und mit Wasser überschichtet. Nach Polymerisation wird das Trenngel mit 
dem 3,75%igem Sammelgel überschichtet und der Kamm eingesetzt. Die Proben 
werden mit 4xPP versetzt, für 5 min bei 95°C denaturiert und aufgetragen. Zur 
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Abschätzung der Molekulargewichte wird ein Größenstandard mitgeführt 
(PageRulerTM Protein Ladder bei anschließender Coomassie-Färbung, PageRulerTM 
PreStained Protein Ladder bei Immunoblot; Fermentas, St. Leon-Rot). Die 
Elektrophorese wird im Sammelgel bei 15 mA, nach dem Einlaufen der in das 
Trenngel bei 20 mA in 1x SDS-PAGE-Puffer durchgeführt. 
Ist eine Auftrennung über eine herkömmliche SDS-PAGE nicht möglich, können 
Proteine über Zusatz von Harnstoff voneinander gelöst werden. Dazu werden die 
Proben in 2xSDS-Harnstoff-Puffer 2 h inkubiert und im Anschluß auf ein SDS-Gel 
mit zusätzlich 3,2 M Urea aufgetragen. 
 
Sammelgel 
Acrylamid 3,75% (w/v) 
N,N‘-Methylenbisacrylamid 0,1% (w/v) 
Tris/HCL, pH 6,8 125 mM 
SDS 0,1% (w/v) 
Ammoniumpersulfat 0,04% (w/v) 




Acrylamid 8% (w/v) 
N,N‘-Methylenbisacrylamid 0,21% (w/v) 
Tris/HCL, pH 8,8 370 mM 
Glycerin 5% (v/v) 
SDS 0,1% (w/v) 
Ammoniumpersulfat 0,1% (w/v) 




Glycin 2 M 
Tris 250 mM 
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2xSDS-Harnstoff-Puffer pH 6,8 
Tris/HCl 15 mM 
ß-Mercaptoethanol 2% (v/v) 
Bromphenol-Blau 0.01% (w/v) 
Glycerol 10% (w/v) 
SDS 4% (w/v) 
Urea 4% (w/v) 
aqua dest 
 
4.4.2 Native Gelelektrophorese 
Die native Gelelektrophorese funktioniert nach dem gleichen Prinzip wie die 
herkömmliche SDS-PAGE, nur unterbleibt eine Denatuierung der Proteine durch 
SDS, ß-Mercaptoethanol oder Erhitzen. Daher können Proteine, die als Komplex 
vorliegen, detektiert werden.  
Es werden ein 7,5%iges Trenngel und ein 3,75%iges Sammelgel gegossen. Die 
Proben werden mit nativem 4x Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Die 




Acrylamid 3,75% (w/v) 
N,N‘-Methylenbisacrylamid 0,1% (w/v) 
Tris/HCL, pH 6,8 125 mM 
Ammoniumpersulfat 0,04% (w/v) 




Acrylamid 7,5% (w/v) 
N,N‘-Methylenbisacrylamid 0,21% (w/v) 
Tris/HCL, pH 8,8 370 mM 
Glycerin 5% (v/v) 
Ammoniumpersulfat 0,1% (w/v) 
TEMED 0,1% (v/v) 
aqua dest 
 
nativer Probenpuffer pH 6,8 
Tris/HCL 200 mM  
Glycerin 40% (v/v) 
Bromphenolblau 0.01% (w/v) 
aqua dest 
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10x N-PAGE-Puffer 
Glycin 2 M 
Tris 250 mM 
aqua dest 
 
4.4.3 Coomassie-Färbung von Polyacrylamidgelen 
Zur Anfärbung der aufgetrennten Proteine in einem Polyacrylamidgel (s. 4.4.1/4.4.2), 
wird dieses für 30 min in saurer Coomassie-Lösung auf dem Schwenktisch inkubiert. 
Anschließend wird mit einer Entfärber-Lösung der überschüssige Farbstoff 
ausgewaschen, bis die Proteinbanden gut sichtbar sind. Nach Neutralisierung in  
aqua dest wird das Gel mit einem Geltrockner getrocknet. 
 
Coomassie-Lösung 
Coomassie Brilliant Blue R250  1% (w/v) 
Ethanol 40% (v/v) 




Essigsäure  10% (v/v) 
Ethanol 40% (v/v) 
aqua dest 
 
4.4.4 Aufreinigung von bakteriell exprimierten Proteinen 
Die Aufreinigung von Proteinen über ein GST-Epitop beruht auf der Interaktion der 
Glutathion-S-Transferase mit ihrem Substrat Glutathion, das an eine Säulenmatrix 
gebunden ist. Nach Waschschritten zum Entfernen von Proteinen, die nicht epitop-
markiert sind, erfolgt die Elution durch Zugabe von Glutathion im Überschuß. 
Zur Expression der Proteine wird eine üN-Kultur E.coli BL21, die ein pGEX-
Plasmid mit dem Zielgen tragen, in 1 l LB-Amp bei 37°C bis zu einer OD600 von 0,6 
inkubiert. Anschließend wird die Expression der GST-Fusionsproteine durch Zugabe 
von 0,2 mM IPTG induziert und die Bakterien für 2 h bei 32°C inkubiert. Nach 
Zentrifugation (5.000 rpm, 10 min, 4°C) werden die Bakterien in 40 ml GST-
Bindungspuffer mit 10 mg/ml Lysozym resuspendiert und für 30 min auf Eis 
inkubiert. Nach Aufschluß über Ultraschall (30 s, 4°C) werden die unlöslichen 
Zelltrümmer sedimentiert (40 min, 10.000 rpm, 4°C) und die Proteinlösung über 
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einen 0,45 µm Filter auf eine 1 ml GSTrap-Säule (Amersham Bioscience, Freiburg) 
geladen. Die Aufreinigung findet über eine ÄKTA Prime Chromatographie-Anlage 
(Amersham Bioscience, Freiburg) nach Hersteller-Angaben statt. Das Protein wird in 
10 ml GST-Elutionspuffer eluiert und als Fraktionen von je 1 ml gesammelt.  
Im Fall einer Abspaltung des GST-Epitops wird der Elutionsschritt unterlassen und 
das Protein auf der Säule üN mit 80 U PreScission ProteaseTM (Amersham 
Bioscience, Freiburg) in PreScission-Puffer inkubiert. Im Anschluß werden die 
abgespaltenen Proteine in 10 Fraktionen von je 1 ml PreScission-Puffer manuell 
eluiert und dann der Elutionsschritt des GST-Programms zur Entfernung der noch 
auf der Säule befindlichen GST-Anteile durchgeführt.  
Erhaltene Fraktionen werden über SDS-PAGE (s. 4.4.1) und Coomassie-Färbung (s. 
4.4.3) auf Proteingehalt und Reinheit überprüft. Die Lagerung erfolgt bei  
 
GST-Bindungspuffer pH 7,3 
Na-Phosphat 20 mM 
NaCl 150 mM 
DnaseI 1 µg/ml 
Leupeptin 1 µg/ml 
Aprotinin 1 µg/ml 
Pepstatin 1 µg/ml 
aqua dest 
 
GST-Elutionspuffer pH 8,0 
Tris 50 mM 
Glutathion 10 mM 
aqua dest 
 
PreScission-Puffer pH 7,0 
Tris 50 mM 
NaCl 150 mM 




4.4.5 Aufreinigung von Baculovirus exprimierten Proteinen 
Rekombinante Baculoviren ermöglichen die Expression von einklonierten Genen 
über einen Polyhedrin-Promoter, was für eine effiziente Expression des gewünschten 
Proteins in Insektenzellen sorgt.  
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Vierzehn 175 cm2 Flaschen High5-Zellen werden mit je 4 ml Baculovirus-
Stocklösung infiziert (s. 4.1.9). Die Zellen werden 48 h p.i. abgelöst und sedimentiert 
(3.000 rpm, 10 min, 4°C). Das Sediment wird in 40 ml Kationenaustauscher-Puffer 
aufgenommen und durch 30 s Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen. Die 
Zelltrümmer werden sedimentiert (10.000 rpm, 40 min, 4°C) und das Zelllysat über 
einen 0,45 µm Filter auf eine Kationenaustauscher-Säule geladen (HiTrap SP HP, 1 
m Volumen; Amersham Bioscience, Freiburg). Die Aufreinigung findet über eine 
ÄKTA Prime Chromatographie-Anlage (Amersham Bioscience, Freiburg) nach 
Angaben des Herstellers statt. Das Protein wird über einen linearen Salzgradienten 
(50 mM – 2 M NaCl) in 40 Fraktionen von je 1 ml eluiert. 
Die erhaltenen Fraktionen werden über SDS-PAGE (s. 4.4.1) und Coomassie-
Färbung (s. 4.4.3) auf ihren Proteingehalt überprüft. Fraktionen, die das gewünschte 
Protein enthalten, werden in einem zweiten Reinigungsschritt auf eine HiLoad 16/60 
SuperdexTM 200 Prepgrade Gelpermeationssäule gegeben und einer Größen-
Ausschluß-Chromatographie unterzogen. Dazu wird eine ÄKTA FPLC (Amersham 
Bioscience, Freiburg) nach Hersteller-Angaben verwendet. Es werden 70 1,5 ml 
Fraktionen in Hepes-Puffer gesammelt und über SDS-PAGE (s. 4.4.1) und 




Kationen-Austauscher-Puffer pH 6,5 
MES 20 mM 
NaCl 150 mM 
aqua dest 
 
Hepes-Puffer pH 7,4 
HEPES 20 mM 
NaCl 150 mM 
aqua dest 
 
4.4.6 in vitro Translation von Proteinen  
Bei der in vitro Translation werden Proteine in einem zellfreien System direkt von 
einem Expressionsplasmid in einer gekoppelten Transkriptions/Translations-
Reaktion über einen T7-Promoter exprimiert. Dabei werden die Proteine durch 
Zugabe von [35S]-Methionin radioaktiv markiert. 
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1 µg Plasmid werden mit 20 µCi [35S]-Methionin (Redivue™; Amersham 
Bioscience, Freiburg) und 20 µl TNT T7 Quick Master Mix (Promega, Mannheim) 
in einem Gesamtvolumen von 25 µl für 90 min bei 30°C inkubiert. Die Proteine 
werden im Anschluß direkt für Bindungsexperimente eingesetzt. 
 
4.4.7 Sedimentation von Proteinen über Sucrosegradienten 
Proteine, die auf einem Sucrose-Gradienten sedimentiert werden, flotieren je nach 
ihren Molekulargewicht und ihrem Stokes-Radius, d. h. ihrer Form, dort, wo sich 
Zentrifugalkraft und Reibungswiderstand plus Auftrieb ausgleichen. Um eine 
ungefähre Aussage über die Größe eines Proteins treffen zu können, werden daher 
parallel Markerproteine mitgeführt, die im Einklang mit ihrem tatsächlichen  
Molekulargewicht sedimentieren.  
10 ml 5-30% (w/v) Sucrose in 150 mM Tris/HCl pH 7,5 werden über einen 
Gradientenmischer auf 500 µl 40% (w/v) Sucrose geladen. Die Proteine werden 
vorsichtig auf den Gradienten überschichtet und für 16 h bei 100.000 x g und 4°C in 
einem SW41-Rotor (Beckmann, Frankfurt) sedimentiert. Im Anschluß werden durch 
Punktierung am Boden des Zentrifugen-Röhrchens Fraktionen unterschiedlicher 
Dichte gesammelt (10x 1 ml). 
 
4.4.8 Crosslinking von Proteinen mit Glutaraldehyd 
Glutaraldehyd vernetzt im Komplex vorliegende Proteine durch kovalente 
Verbindung von Hydroxyl-Gruppen, so dass die Monomere im SDS-Gel nicht mehr 
aufgetrennt werden können, und zeigt so Oligomerisierungen auf. 
Je 30 µl Baculovirus exprimiertes Protein (s. 4.4.5) werden mit 6 µl PBS und 4 µl 
0,1% (v/v) Glutaraldehyd für 0 min, 2 min, 5 min und 10 min bei RT inkubiert und 
die Reaktion durch Zugabe von 20 µl 4xPP beendet. Der Nachweis der Vernetzung 
erfolgt anschließend über SDS-PAGE (s. 4.4.1) und Immunoblot (s. 4.3.3). 
 
4.4.9 in vitro Protein-Bindungsexperimente 
GST-Fusionsproteine werden an Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit einem 
potentiellen Interaktionspartner, der radioaktiv markiert ist, inkubiert. Im Fall einer 
Interaktion läßt sich das Protein über Bindung an den Komplex isolieren. 
Vergleichbare Mengen an in E. coli exprimierter GST-Fusionsproteine (s. 4.4.4) 
werden mit 50 µl 50% (w/v) Glutathion-Sepharose 4B (Amersham Bioscience, 
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Freiburg) und GST-Assay-Puffer auf ein Volumen von 500 µl gebracht und für 30 
min bei 4°C unter Schütteln inkubiert. Nach 3x Waschen mit GST-Assay-Puffer 
(2.000 rpm 5 min) werden 20 µl in vitro translatiertes, [35S]-radioaktiv markiertes 
Protein (s. 4.4.6) zugegeben und für weitere 2 h inkubiert. Nach erneutem Waschen 
wird das Sediment in 15 µl 4xPP aufgenommen und die Proteine durch Erhitzen auf 
95°C für 5 min aus dem Komplex gelöst. Für die Auftrennung über SDS-PAGE (s. 
4.4.1) werden zusätzlich 3 µl in vitro translatiertes Protein mitaufgetragen. Die Gele 
werden mit Coomassie-Lösung gefärbt und getrocknet (s. 4.4.3). Die 
autoradiographische Auswertung erfolgt durch Auflegen einer Bio-Imager-Platte und 
Analyse mit dem Bio-Image Reader BAS 1000 (Fujifilm, Düsseldorf).  
 
GST-Assay-Puffer pH 7,3 
HEPES 50 mM 
NaCl  300 mM 
Glycerin 10% (v/v) 
Tween20 0,5% (v/v) 
BSA 0,1% (w/v) 
aqua dest 
 
4.4.10 in vitro DNA-Bindungsexperimente  
Im in vitro DNA-Bindungs-Nachweis wird die Fähigkeit eines Proteins zur Bindung 
an dsDNA überprüft. Dazu werden 200 mg dsDNA-Zellulose (Sigma-Aldrich, 
Steinheim) auf eine Säule geladen und mit 2 ml DNA-Bindungspuffer äquilibriert. 
20 µl [35S]-radioaktiv markiertes Protein aus einer in vitro Translationsreaktion (s. 
4.4.6) wird in 1 ml DNA-Bindungspuffer über die Säule gegeben und nach Waschen 
mit 5 ml DNA-Bindungspuffer in 0,5 ml Fraktionen mit steigenden 
Salzkonzentrationen (200, 400, 800 und 1500 mM NaCl) eluiert. Je 40 µl Eluat 
sowie 3 µl in vitro translatiertes Protein werden über SDS-PAGE (4.4.1) und 
Autoradiographie mit einem Bio-Image-Reader analysiert. 
 
 
4.5  Elektronenmikroskopie 
 
4.5.1 Einbettung von Zellen für die Elektronenmikroskopie 
HFF-Zellen in 175 cm2-Flaschen werden in 6 ml 20 mM HEPES pH 7,4 mit 4% 
(w/v) Paraformaldehyd, 2,5% (v/v) Glutaraldehyd und 1% (w/v) Tannin geerntet und 
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für 90 min fixiert (nach Gelderblom et al., 1987). Nach 3x Waschen mit PBS (4.000 
rpm, 5 min), Färbung mit 500 µl 1% (v/v) Osmiumtetroxid in PBS für 1 h und 
Dehydrierung mit 50% Ethanol für je 3x 5 min werden die Zellen für 30 min mit 
0,2% (w/v) Uranylacetat in 70% Ethanol gefärbt, gefolgt von weiteren 
Dehydrierungsschritten mit 90% bzw. 100% Ethanol für je 3x 10 min. Im Anschluß 
werden die Zellen in Glycid-Ether 100 mit 1,5% (w/v) MNA in Beem-Kapseln® 
(Polyethylen-Kapseln mit pyramidenförmiger Spitze; Plano, Wetzlar) eingebettet. 
Zur Polymerisation werden die Proben für 48 h bei 60°C und 24 h bei 90°C 
inkubiert. Die Herstellung von Ultradünnschnitten erfolgt mit einem Ultramikrotom. 
Die Schnitte werden auf mit Pioloform beschichtete Kupfer-Netzchen mit 
Schlitzblenden (Plano, Wetzlar) übertragen, für 10 min mit 1% (w/v) Uranyl-Acetat 
in 40% Ethanol sowie für 10 min mit Bleizitrat angefärbt. Anschließend erfolgt die 
Analyse mit einem Zeiss Elektronenmikroskop EM T109 bei einer konstanten 
Spannung von 80 kV. Die Vergrößerung wird mit einem Kreuzgitter-Replika (2.160 
Linien/mm) kalibriert.  
 
4.5.2 Immunoelektronenmikroskopische Analyse (IEM) 
Für IEM-Analysen werden Zellen zunächst fixiert und mit dem LR-GoldTM Resin 
System (Sigma-Aldrich, Steinheim) eingebettet. Dieses Harz mit niedriger Viskosität 
erlaubt anschließende immunologische Analysen von sonst fixationssensitiven 
Epitopen. Die Anfärbung der spezifischen Erstantikörper wird hier durch 
Konjugation der Zweitantikörper mit kolloidalem Gold ermöglicht, das durch seine 
Elektronendichte im EM gut sichtbar ist. 
HFF-Zellen in 175 cm2-Flaschen werden mit AD169 infiziert (MOI=3, s. 4.1.4) und 
72 h p.i. in 6 ml DMEM mit 4% (w/v) Paraformaldehyd für 90 min bei 4°C fixiert. 
Nach 2x Waschen mit DMEM (4.000 rpm, 5 min) folgt Quenchen in 500 µl 50 mM 
NH4Cl in PBS für 30 min. Die Zellen werden 2x in PBS gewaschen, dehydriert und 
mit 0,2% (w/v) Uranylacetat angefärbt (s. 4.5.1). Die Einbettung folgt zunächst in 
LR-Gold 1:1 in Ethanol für 2x 1 h und 100 % LR-Gold 1 x 60 min sowie üN bei 
4°C. Die Zellen werden in eine Beem-Kapsel® mit 100 % LR-Gold mit 0.1% (v/v)  
Benzoylperoxid (Benzid) als Initiator umgefüllt. Die Polymerisation findet bei 
  UV-Bestrahlung für 3 Tage statt. Die Proben werden mit einem 
Ultramikrotom geschnitten und auf Nickel-Netzchen mit Schlitzblenden (Plano, 
Wetzlar)  übertragen. 
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Für die Immunfärbung werden die Netzchen auf Tropfen der verwendeten Lösungen 
inkubiert. Zur Verdünnung der Antikörper wird TBS/3% BSA verwendet. Die 
Netzchen werden mit TBS/3% BSA für 10 min abgesättigt. Danach folgen 
Inkubation mit dem Erstantikörper für 30 min, waschen mit TBS, Inkubation mit 
dem Gold-konjugierten Zweitantiköper für 30 min, waschen mit TBS, waschen mit 
aqua dest und Kontrastieren mit  4 % (w/v) Uranylacetat. Die Auswertung erfolgt 
anschließend am Elektronenmikroskop (s. 4.5.1).  
 
TBS pH 7.4 
Tris/HCl 50 mM 
NaCl 0.9%     
aqua dest 
 
4.5.3 Negativkontrastierung von Einzelpartikeln 
Strukturelle Details von Einzelpartikeln lassen sich durch Negativkontrastierung gut 
darstellen. Bei diesem Prozeß werden die Partikel mit einem elektronendichten 
Material umgeben, wobei durch den Kontrast der Färbung (schwarz) zu dem 
Material (weiß) die Oberfläche des Objektes sichtbar wird. Dazu wird Protein in 
Lösung nach Valentine et al. (1968) auf Kupfernetzchen mit 400 Maschen (Plano, 
Wetzlar)  übertragen und mit Uranylacetat gefärbt. 
Glimmerplättchen (K2OAl2O3SiO2) werden nach Hoppert und Holzenburg, 1998, 
indirekt mit einem Kohle-Film bedampft. Die verwendete Bedampfungsanlage Turbo 
Carbon Coater 208 (Cressington Scientific Instruments Ltd., Watford UK) wird mit 
einem Vakuum von < 10-4 Bar betrieben.  
Die Glimmerplättchen werden in einem Winkel von 30° für 30 s in 150 µl Protein-
Lösung (s. 4.4.5) getaucht, so dass die Kohle auf der Oberfläche flotiert und sich das 
Protein zwischen Kohle und Glimmer festsetzen kann. Im Anschluß wird das 
Präparat für 20 s in 4% Uranylacetat (w/v) getaucht, der Glimmer abgelöst und die 
Kupfernetzchen auf die flotierende Kohle aufgelegt. Nach 20 s werden die 
Kupfernetzchen von der Oberfläche abgenommen, überschüssige Flüssigkeit entfernt 











5.1 Lokalisation von pUL104 in transient transfizierten 293T-
Zellen 
 
Um zu klären, ob pUL104 über ein eigenes nukleäres Lokalisationssignal (NLS) 
verfügt, oder auf eine Interaktion mit anderen viralen Proteinen angewiesen ist, 
wurden transiente Transfektionen in 293T-Zellen durchgeführt. Dazu wurde der 
UL104 ORF in das eukaryotische Expressionskonstrukt pcDNA3.1HisC kloniert. 
Dieser exprimiert Proteine mit einem N-terminalen XpressTM-Epitop, so dass pUL104 
in transfizierten Zellen über indirekte Immunfluoreszenz mit dem Anti-ExpressTM-
Antikörper nachgewiesen werden kann. 
 
5.1.1 Klonierung von UL104 in pcDNA3.1HisC 
Der Vektor pcDNA3.1HisC wurde durch die Restriktionsendonukleasen EcoRI und 
NotI linearisiert (s. 4.2.3) und anschließend dephosphoryliert (s. 4.2.4). Der 
gewünschte Leserahmen UL104 wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer 
UL104-hin/EcoRI und UL104-rück/NotI aus dem Cosmid pCM1028 amplifiziert (s. 
4.2.10). Nach Spaltung des aufgereinigten PCR-Produkts mit EcoRI und NotI wurden 
Vektor und Insert ligiert (s. 4.2.7) und in E.coli XL1 blue transformiert (s. 4.2.9). 
Positive Klone wurden mit Ampicillin selektioniert und aus ihnen die Plasmid-DNA 
aufgereinigt (s. 4.2.1). Das fertige Konstrukt pcDNA-UL104 wurde durch eine 
Kontrollreaktion mit EcoRI und NotI und anschließende Analyse im Agarosegel (s. 
4.2.8) sowie Sequenzierung mit den T7- und pcDNA-rück-Primern überprüft (s. 
4.2.11).  
 
5.1.2  Intrazelluläre Lokalisation von solitär exprimiertem pUL104 
Für die Analyse der intrazellulären Lokalisation von solitär exprimiertem pUL104 
wurde das Konstrukt pcDNA-UL104 unter Verwendung von LipofectamineTM 2000 
in 293T-Zellen transfiziert (s. 4.1.5). Als Kontrolle wurde der Leervektor 
pcDNA3.1HisC transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 
Paraformaldehyd fixiert und eine indirekte Immunfluoreszenz mit dem Anti-
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ExpressTM-Antikörper als Primärantikörper sowie einem Anti-Maus/Cy2-Antikörper 
als Sekundärantikörper durchgeführt (s. 4.3.2). Zur Darstellung der Zellkerne wurde 
der DNA-interkalierende Farbstoff TO-PRO®-3 eingesetzt. Der Nachweis der 
Fluoreszenz erfolgte über ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (LSM). 
Das mit XpressTM-Epitop markierte pUL104 ließ sich in homogener Verteilung in den 
Kernen transfizierter Zellen zeigen (Abb. 5.1 A), während in den mit Leervektor 
transfizierten Zellen kein Fluoreszenzsignal nachweisbar war (Abb. 5.1 B). 
Infolgedessen wird pUL104 unabhängig von anderen viralen Proteinen in den 
Zellkern transportiert und besitzt demnach ein endogenes NLS. 
 
Abb. 5.1 Intrazelluläre Lokalisation von pUL104 in 293T-Zellen. Die Vektoren pcDNA-UL104 (A) 
bzw. pcDNA.3.1HisC (B) wurden in 293T-Zellen transfiziert und 48 h.p.t. mit Paraformaldehyd fixiert. 
Der Nachweis von pUL104 erfolgte über indirekte Immunfluoreszenz mit einem Anti-XpressTM-




5.2 Untersuchungen zur Lokalisation des pUL104 NLS 
 
Da pUL104 nicht über eine Konsensus-NLS Sequenz verfügt (predictNLS Server: 
http://cubic.bioc.columbia.edu/predictNLS; Cokol et al., 2000), wurden überlappende 
Deletionsmutanten hergestellt, um die Lokalisation des pUL104-NLS einzugrenzen. 
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5.2.1  Herstellung von pUL104 Deletionskonstrukten 
Unter Verwendung von pcDNA-UL104 als Matrize wurden verschiedene UL104 
Sequenzabschnitte über PCR amplifiziert (Tab. 5.1, s. 4.2.10). Die einzelnen PCR-
Produkte wurden aufgereinigt (s. 4.2.6), mit EcoRI und NotI geschnitten (s. 4.2.3) und 
in den Vektor pcDNA3.1HisC ligiert (s. 4.2.7). Die erhaltenen Konstrukte wurden 
über eine Kontrollreaktion mit EcoRI und NotI sowie durch Sequenzierung mit den 
T7- und pcDNA-rück-Primern überprüft (s. 4.2.11). 
 
Konstrukt Primer hin Primer rück bp UL104 
pcDNA-UL104del1 UL104-hin/EcoRI UL104Mi-rück/NotI 1-1593 
pcDNA-UL104del2 UL104Mi-hin/EcoRI UL104-rück/NotI 591-2094 
pcDNA-UL104Nt UL104-hin/EcoRI UL104Nt-rück/NotI 1-1047 
pcDNA-UL104Mi UL104Mi-hin/EcoRI UL104Mi-rück/NotI 591-1593 
pcDNA-UL104Ct UL104Ct-hin/EcoRI UL104-rück/NotI 1048-2094 
 
Tab. 5.1 Zusammensetzung der pUL104-Deletionsmutanten. Auflistung der verwendeten Primer 
sowie der UL104-Sequenzabschnitte der hergestellten pUL104-Deletionskonstrukte. 
 
5.2.2 Intrazelluläre Lokalisation der pUL104-Deletionsmutanten 
Zur Darstellung der intrazellulären Verteilung der pUL104-Deletionsmutanten 
wurden die Konstrukte pcDNA-UL104del1, pcDNA-UL104del2, pcDNA-UL104Nt, 
pcDNA-UL104Mi und pcDNA-UL104Ct (Abb. 5.2 A) mit Hilfe der Lipofectamine-
Methode transient in subkonfluente 293T-Zellen transfiziert (s. 4.1.5). Nach 48-
stündiger Expression wurden die Zellen mittels Paraformaldehyd fixiert und einer 
indirekten Immunfluoreszenz  unter Verwendung des Anti-XpressTM-Antikörpers und 
eines Anti-Maus/Cy2-Antikörpers unterzogen (s. 4.3.2). Die DNA der Zellkerne 
wurde mit TO-PRO®-3 gefärbt und die Fluoreszenz im LSM dargestellt. 
Die Auswertung der Immunfluoreszenzpräparate ergab, dass durch die erzeugten 
Deletionen in jedem Fall eine Umverteilung des Proteins ins Zytoplasma bewirkt 
wurde (Abb. 5.2 B). Dies läßt darauf schließen, dass es sich bei dem pUL104-NLS 
um ein nichtlineares Epitop handelt. Weiterhin zeigt sich bei der Expression der C-
terminalen Hälfte des Proteins, und in geringerem Maße auch bei der N-terminalen 
Hälfte, eine punktuelle Anhäufung der Fluoreszenz-Signale anstelle der diffusen 
Verteilung, die bei den übrigen Deletionen zu finden ist. Daher ist anzunehmen, dass 
diese beiden Deletionen zu einer Aggregation der Proteine führen.  





Abb. 5.2 Darstellung der intrazellulären Verteilung der pUL104-Deletionsmutanten in 293T-
Zellen. (A) Schematische Darstellung der Deletionen. (B) Die Konstrukte pcDNA-UL104del1, 
pcDNA-UL104del2, pcDNA-UL104Nt, pcDNA-UL104Mi und pcDNA-UL104Ct wurden in 293T-
Zellen transfiziert und 48 h p.t. mit Paraformaldehyd fixiert. Die Expression der Proteine wurde über 
indirekte Immunfluoreszenz mit dem Anti-XpressTM-Antikörper nachgewiesen. Die Zellkerne wurden 
über den DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff TO-PRO®-3 dargestellt. 
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5.3 Affinitätsreinigung von pUL104-Antikörpern 
 
Um die Detektion von pUL104 in infizierten Zellen zu ermöglichen, wurden aus 
hochtitrigem HCMV-positivem Rekonvaleszentenserum anti-pUL104 Antikörper 
über Affinitätschromatographie isoliert. Dazu wurde bakteriell exprimiertes 
rekombinantes UL104 (rpUL104) über Esterbindung kovalent an eine Agarose-Matrix 
gebunden, mit dem Rekonvaleszentenserum inkubiert und die gebundenen Antikörper 
über eine Änderung des pH-Werts eluiert. Zur Expression wurde der Vektor pGEX6.1 
verwendet, bei dem die Protein-Expression über ein lac-Operon regulierbar ist. Eine 
Aufreinigung der Proteine wird über ein GST-Fusionsprotein ermöglicht, das im 
Anschluß über die PreScission- ProteaseTM wieder entfernt werden kann. 
 
5.3.1 Klonierung von UL104 in pGEX-6P-1 
Der Vektor pGEX-6P-1 wurde durch die Restriktionsendonukleasen EcoRI und NotI 
linearisiert (s. 4.2.3) und anschließend dephosphoryliert (s. 4.2.4). Das gewünschte 
Insert UL104 wurde über EcoRI und NotI aus dem Konstrukt pcDNA-UL104 
ausgeschnitten, über ein quantitatives Agarosegel isoliert (s. 4.2.8) und die DNA 
aufgereinigt (s. 4.2.5). Im Anschluß wurden Vektor und Insert ligiert (s. 4.2.7) und in 
E.coli XL1 blue kompetente Zellen transformiert (s. 4.2.9). Positive Klone wurden 
mit Ampicillin selektioniert, aus ihnen die Plasmid-DNA aufgereinigt (s. 4.2.1) und 
die Insertion von UL104 durch Kontrollspaltung mit EcoRI und NotI überprüft. 
 
5.3.2 Affinitätsreinigung von anti-pUL104 Antikörpern 
Das Konstrukt pGEX-UL104 wurde in E.coli BL21 Zellen eingebracht (s. 4.2.9) und 
das Protein exprimiert. Nach Aufschluß der Bakterien erfolgte eine Aufreinigung des 
Lysats über eine GSTrap-Säule mit anschließender Elution des GST-UL104 (s. 4.4.3).  
Gesammelte GST-UL104 Proteinfraktionen (ca. 5 ml) wurden an die Affigel-Matrix 
gekoppelt und mit HCMV-positivem Rekonvaleszentenserum inkubiert (s. 4.3.1). 
Nach Elution wurde der erhaltene polyklonale Antikörper pAbUL104 auf seine 
Spezifität überprüft. Dazu wurden zum einen Streifenblots von aufgereinigtem 
rpUL104, dessen GST-Epitop mittels PreScission Protease entfernt wurde (s. 4.4.3) 
verwendet, zum anderen Westernblot-Streifen, die immundominante Epitope 
verschiedener abundanter HCMV-Proteine tragen und von Prof. Radsak, Universität 
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Marburg, zu Verfügung gestellt wurden (Eggers et al., 2001). Letztere enthalten die 
carboxy-terminale Hälfte des Tegumentproteins ppUL83 (pp65; 31 kDa), den 
Carboxyterminus von ppUL32 (pp150; 26 kDa), die internale AD-1 Domaine von 
gpUL55 (gB; 24 kDa) und den Aminoterminus von gpUL75 (gH; 20 kDa). Diese 
Streifen wurden jeweils mit HCMV positiven Serum, anti-pp65-, anti-gH- und anti-
gB-Antikörpern sowie pAbUL104 inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit 
Peroxidase-konjugierten anti-human oder anti-Maus Sekundärantikörpern sowie mit 
ECL-Lösung zum Auslösen einer Chemolumineszenz-Reaktion (s. 4.3.3). 
Ebenso wurde ein Aliquot des GST-UL104-Affigels nach SDS-PAGE einem 
Immunoblot mit HCMV positiven Serum unterzogen (Abb. 5.3 A). Dies bestätigt, 
dass in dem verwendetem Serum tatsächlich Antikörper gegen pUL104 vorhanden 
waren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass pAbUL104 im Westernblot nur mit 
dem aufgereinigten pUL104 interagiert (Abb. 5.3 B). Andere immundominante 
HCMV-Epitope ließen sich zwar mit ihren spezifischen Antikörpern nachweisen, 
wurden von pAbUL104 dagegen nicht erkannt (Abb. 5.3 C). Daher handelt es sich bei 
pAbUL104 um einen monospezifischen Antikörper gegen pUL104. Der Antikörper 
wurde in nachfolgenden Experimenten in einer 1:10 Verdünnung verwendet. 
Abb. 5.3 Charakterisierung des gereinigten Antikörpers pAbUL104. (A) Ein Aliquot des GST-
UL104-Affigels wurde mittels SDS-PAGE (8%) aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und in einer 
Immunfärbung mit HCMV positivem Serum behandelt. (B) Aufgereinigtes pUL104 bzw. (C) 
rekombinante Protein-Epitope von pp65 (31 kDa), pp150 (26 kDa), gB (24 kDa), und gH (20 kDa) 
wurden mittels SDS-PAGE (8% bzw. 11%) aufgetrennt und auf Nitrocellulose übertragen, die im 
Immunoblot mit HCMV positivem Serum (Spur 1), anti pp65 (Spur 2), anti gH (Spur 3), anti gB (Spur 
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5.4 Analyse der Expression von pUL104 in infizierten Zellen 
 
Zur Identifizierung der UL104 Genprodukte wurden in infizierten Fibroblasten 
Immunpräzipitationen durchgeführt. Die Verteilung und Stabilität des Proteins wurde 
durch Zellfraktionierung untersucht. Um festzustellen, ob es sich bei pUL104 um ein 
Strukturprotein handelt, wurden weiterhin extrazelluläre Virionen auf pUL104 
Präsenz überprüft. Die subzelluläre Lokalisation von pUL104 wurde über EM-
Analysen nach Immuno-Gold-Färbung sowie im Verlauf des Infektionszyklus über 
indirekte Immunfluoreszenz analysiert. Hierbei wurde außerdem die Expression von 
pUL104 nach Zugabe von Phosphonoessigsäure (PAA), einem Inhibitor der viralen 
DNA-Replikation, untersucht. 
 
5.4.1 Identifikation der Genprodukte von ORF UL104 
AD169-infizierte oder mock-infizierte HFF (s. 4.1.4) wurden 72 h p.i. radioaktiv 
markiert und die gewonnenen Zellextrakte mit pAbUL104 immunpräzipitiert (s. 
4.3.4). Die Auswertung der Proben erfolgte über SDS-PAGE und anschließende 
Autoradiographie. In infizierten Zellen konnten zwei Proteine nachgewiesen werden, 
wohingegen in der Kontrolle kein Protein zu finden war (Abb. 5.4 A, Spuren 1 und 2). 
Das im Vergleich mit dem Größenstandard ermittelte Molekulargewicht von pUL104 
korrespondiert mit ca. 73.000 mit dem theoretisch errechneten Gewicht von ca. 
75.000. Die größere Form mit etwa 150 kDa könnte durch Dimerisierung von 
pUL104 entstanden sein. Die Reaktivität des Antikörpers mit beiden Proteinen wurde 
durch Preadsorption des Antiserums mit dem GST-UL104 Fusionsprotein gesenkt 
(Abb. 5.4 A, Spur 3), was bestätigt, dass es sich bei beiden Proteinen um Formen von 
pUL104 handelt. Als Ladungskontrolle wurde jeweils ein Aliquot der Zellextrakte 
ohne Immunpräzipitation ausgewertet (Abb. 5.4 B).  
Darüber hinaus wurde je ein Aliquot der nicht-infizierten und AD169-infizierten 
Zellen nach Immunpräzipitation über 7,5%ige native Gelelektrophorese aufgetrennt 
(s. 4.4.2) und die präzipitierten Proteine über Autoradiographie nachgewiesen (Abb. 
5.4 C). Unter diesen Bedingungen konnte nur ein Signal detektiert werden, was darauf 
hindeutet, dass es sich bei den 73 und 150 kDa Formen von pUL104 um Bestandteile 
eines Komplexes handelt.  
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Es handelt sich bei pUL104 also um ein Monomer von ca. 73 kDa mit einer Tendenz 
zur Dimerisierung, das unter nativen Bedingungen als Oligomer vorliegt. 
 
Abb. 5.4 Identifizierung von HCMV pUL104. (A) Nicht-infizierte (Spur 1) oder AD169-infizierte 
(Spuren 2 und 3) HFF wurden 60 h p.i. mit 50 µCi/mL [35S]-Methionin für 12 h radioaktiv markiert. 72 
h p.i. wurden die Zellen mit pAbUL104 (Spuren 1 und 2) oder preadpAbUL104 (Spur 3) 
immunpräzipitiert. Es folgten SDS-PAGE (8%) und Autoradiographie. (B) Als Ladungskontrolle 
wurden Aliquots der in A und C verwendeten Extrakte ebenfalls einer SDS-PAGE (8%) und 
Autoradiographie unterzogen. (C) Aliquots der präzipitierten Extrakte von (A) Spur 1 und 2 wurden für 
ein 7,5%ige native Gel-Electrophorese verwendet, gefolgt von Autoradiographie. 
 
5.4.2 Subzelluläre Verteilung von pUL104 
 AD169-infizierte oder mock-infizierte HFF (s. 4.1.4) wurden 72 h p.i. für 1 h mit 50 
µCi/mL [35S]-Methionin radioaktiv markiert. Im Anschluß wurden die Zellen geerntet 
(pulse) oder für 0,5, 1 bzw. 3 h ohne Radioaktivität inkubiert (chase). Aus den 
erhaltenen Ansätzen wurden Homogenat-, Zytoplasma- und Kern-Fraktionen 
präpariert (s. 4.1.7) und mit pAbUL104 immunpräzipitiert (4.3.4). Die Auswertung 
der Proben erfolgte über SDS-PAGE und anschließende Autoradiographie. 
In allen Fraktionen außer der Kontrolle läßt sich sowohl die pUL104 monomere als 
auch die dimere Form nachweisen (Abb.5.5). Trotz seiner primären Kernlokalisation 
(s. 5.1) ist pUL104 in infizierten Zellen also auch im Zytoplasma vorhanden. In den 
Homogenatfraktionen (Abb. 5.5 A) haben beide pUL104 Formen etwa die gleiche 
Verteilung, während die Zytoplasmafraktionen (Abb. 5.5 B) vermehrt das Dimer, die 
Kernfraktionen (Abb. 5.5 C) dagegen vermehrt das Monomer aufweisen. Die 
Bandenstärke zeigt eine deutliche Abnahme für die 3 h Werte, was auf einen Abbau 
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des Proteins zu diesem Zeitpunkt hindeutet. Einzige Ausnahme ist hier die dimere 
Form in der Kernfraktion, die von der Stärke her zunimmt. Es ist daher anzunehmen, 
dass im Laufe der Zeit ein Übergang vom Monomer zum Dimer stattfindet. 
 
Abb. 5.5 Verteilung von pUL104 bei Pulse-Chase-Experimenten in verschiedenen Zellfraktionen.  
Nicht-infizierte oder HCMV AD169-infizierte HFF wurden 72 h p.i. mit 60 µCi/mL [35S]-Methionin 
für 1 h radioaktiv markiert und für 0,5, 1 oder 3 h ohne Radioaktivität inkubiert. Die Zellen wurden 
fraktioniert und mit pAbUL104 immunpräzipitiert. Daran wurden SDS-PAGE (8%) und 
Autoradiographie angeschlossen.  
 
5.4.3. Nachweis von pUL104 in Virionen 
Nicht-infizierte Zellen oder isolierte extrazelluläre Virionen (s. 4.1.8) wurden über 
SDS-PAGE aufgetrennt (s. 4.4.1), auf Nitrocellulose übertragen und pUL104 mit 
pAbUL104 im Immunoblot nachgewiesen (s. 4.3.3).   
Während in der Negativkontrolle kein Signal zu erkennen ist, lassen sich beide 
pUL104 Formen in Virionen nachweisen (Abb. 5.6), wobei die dimere Form 
dominant ist. Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei pUL104 um ein 
Strukturprotein handelt.  
Abb. 5.6 Nachweis von pUL104 in Virionen. Nicht-infizierte HFF 
oder extrazelluläre Virionen wurden mittels SDS-PAGE (8%) 
aufgetrennt und auf Nitrozellulose übertragen. Im Anschluß wurde 
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5.4.4 EM-Analsyse der pUL104 Lokalisation in infizierten Zellen 
AD169-infizierte HFF (MOI=3; s. 4.1.4) wurden 72 h p.i. eingebettet, zu 
Ultradünnschnitten verarbeitet und auf Nickelnetzchen übertragen. Dann erfolgte eine 
indirekte Immunfärbung mit pAbUL104 bzw. einem Antikörper gegen den HCMV-
Prozessivitätsfaktor Anti-pUL44 (RG1202) gefolgt von 12 nm bzw. 4 nm Gold-
konjugierten anti-Human bzw. anti-Maus Sekundärantikörpern (s. 4.5.2). EM-
Aufnahmen wurden mit einem Zeiss EM T109 Elektronenmikroskop mit einer 
kalibrierten Vergrößerung von 25200x angefertigt und eingescannt. 
Die Abbildungen 5.7 A und C zeigen intranukleäre HCMV Replikationszentren und 
umliegende Kapside. pUL104 ist sowohl im elektronendichten Material der 
Replikationszentren als auch singulär an Kapsiden zu finden (Abb. 5.7 A und B). 
Dagegen ist pUL44 wie erwartet nur mit den Replikationszentren (Abb. 5.7 C), aber 
nicht mit Kapsiden assoziiert (Abb. 5.7 D). 
 
 
Abb. 5.7 EM-Analyse von Ultradünnschnitten AD169-infizierter HFF nach Immunogold-
Färbung. AD160 infizierte HFF wurden 72 h p.i. eingebettet, geschnitten und mit pAbUL104 (A und 
B) bzw. RG1202 (anti-pUL44; C und D) sowie Gold-konjugierten Sekundärantikörpern inkubiert. Der 
Größenstandard entspricht 100 nm. 
  
5.4.5 Lokalisation von pUL104 im Infektionsverlauf 
HFF-Deckglaskulturen wurden nicht oder mit AD169 infiziert (MOI=3, s. 4.1.4) und 
12, 24, 48 und 72 h p.i. fixiert. Weiterhin wurden in Anwesenheit von 200 µg/ml 
PAA nicht- oder AD169-infizierte HFF-Deckglaskulturen 72 h p.i. fixiert. Eine 
indirekte Immunfluoreszenz wurde mit pAbUL104 und mAb63-27 gegen IE1 sowie 
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4.3.2) und mit einem Epifluoreszenzmikroskop und einer Digitalkamera 
dokumentiert. Die Zellen wurden über Phasenkontrast-Aufnahmen dargestellt (PK).  
Im Infektionsverlauf ist pUL104 ab 12 h p.i. in diffuser Verteilung im Zellkern 
nachweisbar. Es beginnt 24 h p.i. in ring- oder punktförmigen Strukturen zu 
aggregieren, die sich ab 48 h p.i. zu größeren Formationen ausweiten. Hierbei handelt 
es sich wahrscheinlich um die HCMV Replikationszentren. Ab 72 h p.i. ist pUL104 
auch im Zytoplasma in perinukleären Ansammlungen sowie punktuell verteilt zu 
finden, vermutlich als Bestandteil reifender Virionen. Wie erwartet ist die IE1-
Anfärbung zu allen beobachteten Zeitpunkten auf den Zellkern beschränkt. In nicht-
infizierten Zellen sind keine Immunfluoreszenzsignale zu beobachten (Abb. 5.8 A). 
In Anwesenheit von PAA dagegen beschränkt sich die pUL104 Verteilung 72 h p.i. 
auf eine teils diffuse, teils punktförmige Verteilung im Zellkern. Auch hier ist IE1 im 
Zellkern zu sehen, während die nicht-infizierten Zellen kein Signal zeigen (Abb. 5.8 
B). pUL104 ist daher für seine spezifische Verteilung während der Infektion auf die 

























Abb. 5.8 Analyse der intrazellulären Verteilung von pUL104. Nicht- und AD169-infizierte HFF 
wurden 12, 24 , 48 und 72 h p.i. (A) bzw. nach Zugabe von 200 µg/ml PAA 72 h p.i. (B) fixiert. Eine 
indirekte Immunfluoreszenz wurde mit pAbUL104 und mAb63-27 (anti-IE1) sowie Anti-Human/Cy3 
und Anti-Maus/Cy2-Sekundärantikörpern durchgeführt. Die Darstellung der Zellen erfolgte über 
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5.5 Untersuchungen zur Struktur von pUL104 
 
Um genauere Aussagen über die Oligomerisation von pUL104 sowie dessen 
Molekulargewicht treffen zu können, wurden Sedimentations-Analysen von 
aufgereinigtem rpUL104 über Sucrosegradienten und Gelpermeations-
Chromatographie durchgeführt. Da für die Gelpermeations-Chromatographie größere 
Proteinmengen benötigt wurden, wurde UL104 in ein Baculovirus eingebracht. 
Rekombinantes pUL104 konnte dann in High5-Zellen exprimiert und nach einem 
ersten Reinigungsschritt über einen Kationenaustauscher in der Gelpermeations-
Chromatographie aufgetrennt werden. Mit dem so erhaltenen rpUL104 wurde 
außerdem die Multimerisierung von rpUL104 durch crosslinking mit Glutaraldehyd 
aufgezeigt. Glutaraldehyd vernetzt im Komplex vorliegende Proteine irreversibel über 
ihre Hydroxyl-Gruppen. Weiterhin ließen sich erste Daten zur Struktur des 
Komplexes durch EM-Analysen von rpUL104 Einzelpartikeln erbringen. 
 
5.5.1 Größenbestimmung von pUL104 über Sedimentation 
Bakteriell exprimiertes GST-UL104 wurde über Affinitätschromatographie 
aufgereinigt und der GST-Epitop mit Hilfe der PreScission ProteaseTM entfernt (s. 
4.4.4). Im Anschluß wurden 500 µg des rpUL104 Proteins auf einen 5-30% (w/v) 
Sucrosegradienten überschichtet und sedimentiert (s. 4.4.7). In einem parallelen 
Ansatz wurde ein Sedimentations-Standard durch Verwendung von je 200 µg 
Markerproteinen (Amersham Biosciences, Freiburg) erstellt: Thyroglobulin (669 
kDa), Ferritin (440 kDa und 880 kDa), Katalase (232 kDa) und Aldolase (158 kDa). 
Die Gradienten wurden in 10x 1 ml Fraktionen unterteilt und je 50 µl der einzelnen 
Proben über 7,5%ige native Gelelektrophorese aufgetrennt (s. 4.4.2). Die 
Markerproteine wurden über Coomassiefärbung sichtbar gemacht (s. 4.4.3), die 
pUL104-Fraktionen wurden einem Immunoblot mit pAbUL104 unterzogen (s. 4.3.3). 
Lediglich in der Fraktion 6 (Abb. 5.9 A, Spur 6) konnte rpUL104 nachgewiesen 
werden. Dies entspricht einem Sedimentationsgewicht nahe 669.000, basierend auf 
der Verteilung des Thyroglobulins im parallelen Gradienten (Abb. 5.9 B, Spur 6). Die 
mit 232 kDa und 158 kDa leichteren Proteine Katalase und Aldolase laufen dagegen 
in höheren Fraktionen. Dieses Ergebnis bietet damit einen weiteren Hinweis auf die 
Fähigkeit von pUL104 Komplexe mit hohem Molekulargewicht zu formen. 
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Abb. 5.9 Sedimentationsanalyse von pUL104. (A) rpUL104 wurde über einen 5%-30% (w/v) 
Sucrosegradienten sedimentiert. Die einzelnen Fraktionen wurden über 7,5%ige native 
Gelelektrophorese, Übertragung auf Nitrozellulose und Immunoblot mit pAbUL104 analysiert. (B) In 
einem parallelen Gradienten wurden Markerproteine (Thyroglobulin 669 kDa, Ferritin 440 kDa, 
Katalase 232 kDa, Aldolase 158 kDa) sedimentiert und nach Fraktionierung des Gradienten über 
7,5%ige native Gelelektrophorese und Coomassie-Färbung dargestellt. 
 
5.5.2 Expression von rpUL104 über Baculoviren 
Der Vektor pFastBACTMHT A wurde durch die Restriktionsendonukleasen EcoRI 
und NotI linearisiert (s. 4.2.3) und anschließend dephosphoryliert (s. 4.2.4). Das 
gewünschte Insert UL104 wurde ebenfalls über EcoRI und NotI aus dem Konstrukt 
pcDNA-UL104 ausgeschnitten, über ein quantitatives Agarosegel isoliert (s. 5.2.8) 
und die DNA aufgereinigt (s. 4.2.5). Im Anschluß wurden Vektor und Insert ligiert (s. 
4.2.7) und in E.coli XL1 blue Zellen transformiert (s. 4.2.9). Über Selektion mit 
Ampicillin wurden positive Klone isoliert, aus ihnen die Plasmid-DNA aufgereinigt 
(s. 4.2.1) und die Insertion von UL104 durch Kontrollspaltung mit EcoRI und NotI 
überprüft. 
Positive Klone wurden in E.coli DH10Bac Zellen transformiert, wo eine 
Transposition von UL104 in das Bacmid bMON14272, welches das 
Baculovirusgenom enthält, stattfinden kann. Nach Selektion von positiven Klonen 
über eine Gentamycin-Resistenz und Aufreinigung von Bacmid-DNA (s. 4.2.1) 







1 2 3 4 5 6 7 8 9 10




                                                                                                                                                  Ergebnisse 
65 
im Überstand freigesetzt (s. 4.1.9). High5-Zellen in 175 cm2 Flaschen wurden mit 4 
ml Virus-Stocklösung infiziert und die Zellen 48 h p.i. geerntet. Die erhaltenen 
Zelllysate wurden in einem ersten Schritt über einen Kationenaustauscher 
aufgereinigt, die rpUL104 enthaltenden Fraktionen in der Gelpermeations-
Chromatographie aufgetrennt und die Proteine bei –80°C gelagert (s. 4.4.5).  
 
5.5.3 Analyse von rpUL104 in der Gelpermeations-Chromatographie  
Im Baculovirussystem exprimiertes rpUL104 (s. 5.5.2) wurde nach Aufreinigung über 
einen Kationenaustauscher über eine Gelpermeations-Chromatographie-Säule 
gegeben und die Proteine in 1,5 ml Fraktionen nach ihrer Größe auftrennt (s. 4.4.5). 
Die Elution der Proteine wurde über eine Messung der OD280 aufgezeichnet. Als 
Referenz wurde ein Lauf mit Proteinen durchgeführt, deren Molekulargewicht sich 
mit ihrem Laufverhalten deckt: Thyroglobulin (669 kDa), Ferritin (440 kDa), Catalase 
(232 kDa) und Aldolase (158 kDa). Der Inhalt aller Fraktionen wurde über SDS-
PAGE (s. 4.4.1) und Coomassiefärbung (s.4.4.3) überprüft.  
Der hauptsächliche Anteil von rpUL104 wurde in den Fraktionen 23-25 eluiert (Abb. 
5.10 B, Elutionsvolumen 33-39 ml) und liegt damit knapp vor der von Thyroglobulin 
erzeugten Spitze des OD280-Werts im Kontrolllauf (Abb. 5.10 A). Damit läßt sich für 
das rpUL104 Oligomer ein Molekulargewicht von mindestens 669.000 annehmen. Da 
sich diese Fraktionen nicht mit herkömmlicher SDS-PAGE darstellen ließen, wurden 
sie über ein Harnstoffgel (s. 4.4.1) aufgetrennt und im Immunoblot (s. 4.4.3) mit 
pAbUL104 dargestellt. Nach Denaturierung mit Harnstoff ist rpUL104 wieder als 
Monomer von 73 kDa und als Dimer von 150 kDa sichtbar (Abb. 5.10 C). 
Monomeres rpUL104 wurde in den Fraktionen 44-48 (Elutionsvolumen 66-72 ml) 
eluiert und im Coomassiegel nachgewiesen (Abb. 5.10 D). Dies deutet darauf hin, 
dass die rpUL104 Monomerform zu stabilen oligomeren Komplexen organisiert wird, 
möglicherweise über eine Zwischenstufe als Dimer. 
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Abb. 5.10 Analyse der Oligomerstruktur von rpUL104. (A) Gelpermeations-Chromatographie von 
rpUL104. Aufgereinigtes rpUL104 wurde über eine HiLoad 16/60 Superdex 200 prepgrade Säule in 
einer ÄKTA FPLC aufgetrennt und die Elution durch OD280-Messung aufgezeichnet. Die Säule wurde 
mit folgenden Markerproteinen kalibriert: Aldolase (158 kDa), Katalase (232 kDa), Ferritin (440 kDa) 
und Thyroglobulin (669 kDa), deren Elutionsverhalten durch Pfeile dargestellt ist. (B) Vergrößerter 
Ausschnitt von A zur Darstellung der peak-Fraktionen. (C) Analyse der peak-Fraktionen (22-26) im 
Harnstoffgel (8%) mit anschließendem Immunoblot unter Verwendung von pAbUL104. (D) Analyse 
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5.5.4 Cross-Linking Analyse von rpUL104 
Im Baculovirus-System exprimiertes, monomeres rpUL104 (5.5.3, Fraktion 45) wurde 
durch Zugabe von Glutaraldehyd vernetzt und die Reaktion nach 0 min, 2 min, 5 min 
und 10 min abgebrochen (s. 4.4.8). Die erhaltenen Reaktionsprodukte wurden über 
SDS-PAGE aufgetrennt (s. 4.4.1) und im Immunoblot mit pAbUL104 nachgewiesen 
(s. 4.3.3). 
Die Ausgangsprobe zeigt das rpUL104 Monomer von 73 kDa, dessen Menge mit 
Einsetzen der Vernetzungsreaktion abnimmt (Abb. 5.11). Nach 2 min ist bereits die 
Dimerform von 150 kDa vorhanden, nach 5 min bzw. 10 min finden sich weitere 
Oligomerformen, deren Molekulargewicht den Markerbereich übersteigt. In Lösung 
befindliches rpUL104 akkumuliert mit der Zeit zu Komplexen mit hohem 
Molekulargewicht. 
 
5.5.5 Einzelpartikelanalyse von rpUL104 
Aufgereinigtes oligomeres rpUL104 (5.5.3, Fraktion 23) wurde auf Kupfer-Netzchen 
aufgetragen und mit 4% (w/v) Uranylacetat kontrastiert (s. 4.5.3). Die EM-Bilder 
wurden mit einem Zeiss EM T109 Elektronenmikroskop bei einer kalibrierten 
Vergrößerung von 25.200x aufgenommen. Abbildung 5.12 A zeigt eine 
Übersichtsaufnahme, daneben sind vergrößerte Einzelaufnahmen zu sehen (Abb. 5.12 
B). Es lassen sich ringförmige Aufsichten sowie leicht U- oder tonnenförmige 
Seitenansichten ausmachen. Die Proteine haben einen Durchmesser von 17,7 nm in 
der Höhe und 17,5 nm in der Breite. Da ein Volumen von 1.37 Å3 äquivalent zu 1 Da 
ist (Zipper et al, 1971), das rpUL104 Monomer jedoch mit einem errechneten 
Molekulargewicht von 75 kDa etwa 5 nm Durchmesser haben müsste, muß es sich bei 
den beobachteten Proteinen um Oligomere handeln. 
Abb. 5.11 Vernetzung von rpUL104 mit Glutaraldehyd. 
Aufgereinigtes rpUL104 wurde für 0, 2, 5 und 10 min mit 
Glutaraldehyd inkubiert. Die Ansätze wurden über SDS-
PAGE (8%) aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und 

























5.6 Interaktion von pUL104 mit Verpackungsproteinen 
 
Zur Identifizierung von Interaktionspartnern von pUL104 wurden zunächst Co-
Immunfluoreszenzen mit Antikörpern gegen folgende Proteine durchgeführt: 
pUL112/113, das für die Bildung von Replikationszentren verantwortlich ist; MCP, 
das den Hauptteil der Kapside darstellt; und pUL56, die große Untereinheit der 
HCMV Terminase. Zur genaueren Untersuchung der Interaktion mit der Terminase 
wurden in vitro Bindungsexperimente durchgeführt. Weiterhin wurde die Interaktion 
von pUL104 mit DNA in einem in vitro DNA-Bindungsassay überprüft. 
 
5.6.1 Co-Lokalisation von pUL104 mit Verpackungsproteinen 
AD169-infizierte HFF-Deckglaskulturen (MOI=3, s. 4.1.4) wurden 24, 48 und 72 h 
p.i. fixiert und in einer indirekten Immunfluoreszenz (s. 4.3.2) zunächst mit dem 
Antikörper gegen pUL112/113 mAb23 oder dem MCP-Antikörper mAb28-4 
inkubiert, gefolgt von pAbUL104 und anschließender Inkubation mit Anti-
Human/Cy3- und Anti-Maus/Cy2-Sekundärantikörpern. Nach Inkubation der Zellen 
mit dem pUL56-Antiserum pAbUL56 erfolgte zur Vermeidung von Kreuzreaktionen 
eine Absättigung mit unkonjugierten Ziege-anti-Human-Antikörpern, gefolgt von 
pAbUL104 und anschließender Verwendung von Anti-Human/Cy3- und Anti-
Ziege/FITC-Sekundärantikörpern. Zur Darstellung der Immunfluoreszenzbilder 
wurde ein LSM verwendet.  
Abb. 5.12 Elektronenmikroskopische Analyse 
von rpUL104 nach Färbung mit 4% 
Uranylacetat. (A) Übersichtsaufnahme der 
rpUL104 Partikel. (B) Vergrößerte 
Einzelaufnahmen. Das Größenmaß entspricht 100 
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Abb. 5.13 Co-Immunfluoreszenz von pUL104 und Verpackungsproteinen. AD169-infizierte HFF 
wurden 24, 48 und 72 h p.i. fixiert und in einer indirekten Immunfluoreszenz einer Doppelfärbung mit 
pAbUL104 und mAbM23 gegen pUL112-113 (A), MAb28-4 gegen MCP (B) oder pAbUL56 gegen 
die Terminase Untereinheit pUL56 (C) unterzogen. Im Anschluß folgte eine Inkubation mit Anti-
Human/Cy3- und Anti-Maus/Cy2- (A und B) bzw. Human/Cy3- und Anti-Ziege/FITC-
Sekundärantikörpern (C). 
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48 h p.i. 
24 h p.i.
pUL104                 pUL56                  merge
72 h p.i. 
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Während pUL112/113 schon 24 h p.i. in Präreplikationszentren gefunden werden 
kann (Abb. 5.13 A), zeigt pUL104 eine hauptsächlich diffuse Verteilung mit 
beginnender Rekrutierung zum äußeren Rand der Präreplikationszentren. Ab 48 h p.i. 
ist pUL104 dann in den durch pUL112/113 definierten Replikationszentren zu finden, 
wo es mit dem erst spät exprimierten MCP teilweise co-lokalisiert (Abb. 5.13 B). 
Dagegen läßt sich zu allen beobachteten Zeitpunkten eine enge Co-Lokalisation 
zwischen pUL104 und pUL56 feststellen (Abb. 5.13 C), was auf eine starke 
Assoziation beider Proteine hindeutet. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass 
pUL104 unabhängig von pUL1112/113 in die Replikationszentren gelangt und mit 
pUL56 co-lokalisiert.  
 
5.6.2 in vitro Interaktionsanalyse von pUL104 und der HCMV Terminase 
Zur Untersuchung der physischen Interaktion zwischen pUL104 und den Terminase-
Proteinen wurde ein in vitro Bindungsexperiment durchgeführt (s. 4.4.9). Dazu 
wurden bakteriell exprimierte GST-Fusionsproteine (s. 4.4.4), GST-UL56C, GST-
UL56N und GSTUL89 bzw. GST allein an Glutathion-Sepharose gebunden. Diese 
wurden mit in vitro translatiertem [35S]-Methionin markiertem pUL104 oder 
Luciferase (s. 4.4.6) inkubiert. Gebundenes Protein wurde über SDS-PAGE 
aufgetrennt (s. 4.4.1) und autoradiographisch nachgewiesen. 
Wie in Abb. 5.14 A zu sehen ist, interagiert pUL104 spezifisch mit GST-pUL56C, 
das die C-terminale Hälfte von pUL56 umfasst, aber nicht mit GST allein. Mit GST-
pUL56N sowie GST-pUL89 ist fast keine Interaktion zu beobachten. Die als 
Negativkontrolle verwendete Luciferase zeigt keinerlei Interaktion mit den GST-
Proteinen (Abb. 5.14 B). Dieses Ergebnis läßt auf eine direkte Interaktion zwischen 
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Abb. 5.14 in vitro Bindung von pUL104 an HCMV Terminase Proteine. Glutathion-Sepharose 4B 
wurde mit GST, GST-pUL56C, GST-pUL56N oder GST-pUL89 beladen und mit in vitro 
translatiertem (A) pUL104 (in vitro UL104) oder (B) Luciferase (in vitro luciferase) inkubiert Die 
gebundenen Proteine wurden über SDS-PAGE (8%) und anschließende Autoradiographie 
nachgewiesen. 
 
5.6.3  Untersuchung der in vitro Bindung von pUL104 an DNA  
Um festzustellen, ob pUL104 über die Fähigkeit zur DNA-Bindung verfügt, wurde in 
vitro translatiertes, mit [35S]-Methionin markiertes pUL104 (s. 4.4.6) im Überschuß 
auf eine Säule mit einer Matrix aus DNA-Zellulose gegeben, die Säule gewaschen, 
und gebundenes Protein mit steigenden Salzkonzentrationen eluiert (s. 4.4.10). Als 
Negativkontrolle wurde in vitro translatiertes MCP verwendet. Der Proteingehalt der 
Eluat-Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE (s. 4.4.1) und Autoradiographie überprüft. 
Erst ab einer Konzentration von 800 mM NaCl konnte pUL104 von der Säule eluiert 
werden (Abb. 5.15 A), was auf eine Bindung von pUL104 an DNA hindeutet. 
Dagegen ist bei MCP kein Signal zu erkennen (Abb. 5.15 B), was darauf schließen 
lässt, dass das Protein schon bei den Waschschritten vollständig entfernt wurde. 
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Abb. 5.15 in vitro Analyse der DNA-Bindung von pUL104. Eine Säule mit einer dsDNA-Matrix 
wurde mit in vitro translatiertem (A) pUL104 (in vitro pUL104) oder (B) MCP (in vitro MCP) beladen 
und gebundene Proteine nach Waschen über steigende Salzkonzentrationen (200, 400, 800, 1500 mM 




5.7 Einfluss von Benzimidazol-D-Ribonukleosiden auf die DNA-
Verpackung 
 
Die Substanzklasse der Benzimidazol-D-Ribonukleoside beinhaltet verschiedene 
HCMV-Inhibitoren, u.a. BDCRB, die über unterschiedliche Mechanismen die DNA-
Verpackung unterbinden. Um den möglichen Einfluss von BDCRB, das auch die 
ATPase-Aktivität der großen Terminase-Untereinheit pUL56 inhibiert, und Cl4RB, 
dessen Wirkungsmechnismus bisher unbekannt ist, sowie der inaktiven 
Kontrollsubstanz CDMRB auf die pUL104-pUL56 Interaktion zu untersuchen, 
wurden infizierte Zellen mit BDCRB, Cl4RB bzw. CDMRB behandelt und im 
Anschluß Co-Immunpräzipitationen durchgeführt. Der Einfluss von Cl4RB auf 
infizierte Zellen wurde außerdem über EM-Aufnahmen analysiert. Eine Inhibition der 
DNA-Prozessierung durch Cl4RB wurde mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) 
untersucht. 
 
5.7.1 Inhibition der pUL104-pUL56 Interaktion durch Benzimidazol-D-
Ribonukleoside  
AD169-infizierte HFF in 75 cm2 Flaschen (s. 4.1.4) in An- oder Abwesenheit von 100 
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geerntet (s. 4.1.6) und jeweils vergleichbare Mengen an Zellextrakten in einer Co-
Immunpräzipitation mit pAbUL56 eingesetzt (s. 4.3.5). Präzipitiertes pUL104 sowie 
pUL104 in den Ausgangslysaten wurde über SDS-PAGE (s. 4.4.1) und 
anschließendem Immunoblot mit pAbUL104 nachgewiesen (s. 4.4.3). Als 
Ladungskontrolle wurde die Aktin-Menge in den verschiedenen Ansätzen über SDS-
PAGE und Immunoblot mit einem Anti-Aktin-Antikörper abgeglichen (Abb. 5.16 C). 
Die Dimerform von pUL104 lässt sich in allen Zelllysat-Ansätzen  abgesehen von der 
Kontrolle nachweisen (Abb. 5.16 A), wobei unter BDCRB-Einwirkung die pUL104 
Menge leicht abnimmt. In den Co-Immunpräzipitationen ist in den unbehandelten 
Zellen sowie nach Zugabe von CDMRB und BDCRB eine Präzipitation von pUL104 
mit pAbUL56 nachweisbar. In dem mit Cl4RB behandelten Ansatz und nicht 
infizierten Zellen ist kein Protein detektierbar (Abb. 5.16 B). 
Dieses Ergebnis zeigt, dass pUL104 und pUL56 auch in vivo interagieren, und dass 





Abb. 5.16 Interaction von pUL104 mit der Terminase-Untereinheit pUL56 und Inhibition durch 
Benzimidazol-D-Ribonukleoside. HFF wurden nicht oder mit HCMV AD169 in An- oder 
Abwesenheit von 100 µM CDMRB, BDCRB oder Cl4RB infiziert. Die Zellextrakte wurden 72 h p.i. 
direkt verwendet (A) oder mit pAbUL56 immunpräzipitiert (B). Die Analyse der Ansätze erfolgte über 
SDS-PAGE (8%) und Immunoblot mit pAbUL104. Als Ladungskontrolle wurden gleiche Aliquots der 
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5.7.2 Analyse des Effekts von Cl4RB auf in infizierte Zellen 
AD169-infizierte HFF (MOI=3, s. 4.1.4) wurden in An- oder Abwesenheit von 100 
µM Cl4RB für 72 h inkubiert und dann eingebettet (s. 4.5.1). EM-Aufnahmen 
erfolgten mit einem Zeiss EM T109 Elektronenmikroskop.  
In Anwesenheit von Cl4RB ist die DNA-Verpackung blockiert und es werden nur B-
Kapside gebildet (Abb. 5.17 B), während in infizierten Zellen ohne Inhibitor alle 
Kapsid-Formen beobachtet werden können (Abb. 5.17 A). Hier sind zu 5,9% A-, 51% 
B-, und 43% C-Kapside zu sehen, dagegen sind es in den behandelten Zellen über 
90% B-Kapside (Tab. 5.2). Daraus lässt sich schließen, dass Cl4RB die Ausbildung 
von replikationskompetenten Partikeln und damit die Ausbreitung der Infektion 
verhindert.  
 
Abb. 5.17 Elektronenmikroskopische Analyse von Ultradünnschnitten HCMV infizierter Zellen 
in der An- (A) oder Abwesenheit von 100 µM Cl4RB (B). Die Zellen wurden 72 h p.i. mit 4% (w/v) 
Paraformaldehyd, 2.5% (v/v) Glutaraldehyd und 1% (w/v) Tannin fixiert und eingebettet. B-Kapside 
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Zellen gezählte Kerne A-Kapside (%) B-Kapside (%) C-Kapside (%) 
AD169 10 4 (5,9) 34,5 (51) 29 (43) 
AD169 + Cl4RB 10 0,3 (2,4) 12,1 (97,6) 0 (0) 
 
Tab. 5.2 Anzahl der Kapside pro Kern in infizierten Zellen in An- oder Abwesenheit von Cl4RB 
 
5.7.3 Analyse der DNA-Prozessierung bei Cl4RB-Behandlung 
Um festzustellen, ob Cl4RB die Spaltung konkatemerer viraler DNA in einzelne 
Gemom-Einheiten inhibieren kann, wurde intrazelluläre virale DNA mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefärbt (s. 4.2.12). AD169 
infizierte HFF in 6 cm-Schalen (s. 4.1.4) wurden 72 h mit oder ohne 100 µM Cl4RB 
inkubiert und anschließend lysiert. Je ein Aliquot wurde mit der Restriktions-
endonuklease (RE) NotI verdaut, über Pulsfeld-Gelelektrophorese aufgetrennt und die 
DNA analysiert. 
Während sich bei den unbehandelten Proben in beiden Fällen monomere 
Genomeinheiten zeigen (Abb. 5.18), entstehen diese bei den mit Cl4RB behandelten 
Zellen erst nach Nuklease-Behandlung. Ansonsten sind nur Konkatemere sichtbar. 




























Abb. 5.18 PFGE-Analyse von DNA aus infizierten 
Zellen in An- oder Abwesenheit von Cl4RB. 
Intrazelluläre DNA wurde 72 h p.i. über PFGE 
aufgetrennt und mit Ethidium-Bromid angefärbt. Je ein 
Aliquot wurde mit der Restriktionsendonuklease (RE) 
NotI inkubiert. 
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5.8 Inhibition der pUL104-Expression über RNA-Interferenz 
 
Um den Effekt einer Inhibition der pUL104-Expression auf die HCMV-Replikation 
zu untersuchen, wurde diese durch die Degradation der UL104-mRNA über 
spezifische siRNAs reduziert. Die RNA-Interferenz (RNAi) beruht auf einem 
zellulären Mechanismus zum Abbau von dsRNA und wird induziert durch das 
Einbringen von dsRNA, die homolog zu der Zielsequenz ist. Diese wird in 21-23 nt 
Fragmente gespalten, die als small interfering RNAs (siRNAs), zusammen mit einem 
Nuklease-Komplex den RNA induced silencing complex (RISC) bilden. Dieser bindet 
homologe Transkripte über Basenpaarung und degradiert sie (Hammond et al., 2001; 
Sharp, 2001; Hutvagner and Zamore, 2002; Nykanen et al., 2001; Übersichtsartikel: 
Hammond, 2005).   
Zur Untersuchung von RNAi-Effekten auf UL104 wurde das BD Knockout RNAi 
System (BD Biosciences, Heidelberg) verwendet. Dazu wurden zwei Sequenzen 
ausgesucht, die HCMV UL104 spezifisch sind und sich laut Hersteller-Protokoll als 
siRNAs eignen; UL104 bp 503-522 (si1) und 1061-1080 (si2). Zur Expression als 
short hairpin RNAs (shRNAs) wurden die Sequenzen als Oligonukleotide 
synthetisiert und in den Vektor pSIREN-IRES-EGFP-RetroQ kloniert. Dieser Vektor 
enthält eine Verpackungssequenz, der die Aufnahme in Retroviren und die stabile 
Integration in genomische DNA ermöglicht, sowie eine Puromycin-Resistenz-
Kassette zur Selektion in eukaryontischen Zellen, mit der weiterhin die Expression 
von GFP gekoppelt ist. Die Wirksamkeit der shRNAs wurde durch Co-Transfektion 
der pSIREN-Konstrukte mit pcDNA-UL104 in 293T-Zellen überprüft. Im Anschluß 
wurden über retrovirale Transduktion stabile HFF-Zelllinien geschaffen, die die 
entsprechenden shRNAs exprimieren. Nach Infektion der Zellen mit AD169 wurde 
die pUL104 Expression überprüft. Um die Inhibition der HCMV Replikation zu 
quantifizieren, wurden Plaque-Reduktions-Assays sowie Titer-Reduktions-Assays 
durchgeführt. Darüber hinaus fand zur Charakterisierung des Replikationsblocks eine 
EM-Analyse eingebetteter Zellen statt. 
 
5.8.1 Klonierung von UL104-shRNAs in pSIREN-IRES-EGFP-RetroQ 
Die verwendeten shRNA-Oligonukleotide 104sh1-5`, 104sh1-3`, 104sh2-5` und 
104sh2-3` wurden von der Firma biomers.net GmbH, Ulm, synthetisiert. Sie enthalten 
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neben den siRNA-Sequenzen auch einen hairpin-loop zur Doppelstrangbildung, eine 
Poly(T)-Sequenz zur Termination und eine XhoI-Schnittstelle zur Verifizierung der 
Insertion. Die jeweils komplementären Oligonukleotide wurden in einer PCR-
Reaktion nach Herstellerangeben zusammengelagert (s. BD Knockout RNAi Systems 
User Manual). Im Anschluß wurden die PCR-Produkte und der Vektor pSIREN-
IRES-EGFP-RetroQ mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI verdaut 
(s. 4.2.3) und der Vektor dephosphoryliert (s. 4.2.4). Nach Aufreinigung der DNA 
wurden Vektor und Insert ligiert (s. 4.2.7) und in E.coli XL1 blue Zellen transformiert 
(s. 4.2.9). Positive Klone wurden mit Ampicillin selektioniert, aus ihnen die Plasmid-
DNA aufgereinigt (s. 4.2.1) und die Insertion der Oligonukleotide in pSIREN-104sh1 
und pSIREN-104sh2 durch Kontrollreaktion mit XhoI überprüft. 
 
5.8.2 Überprüfung der pUL104-Expression bei transienter shRNA Expression 
in 293T-Zellen 
Um festzustellen, ob die ausgesuchten siRNAs einen Effekt auf die pUL104-
Expression haben, wurden unter Verwendung von LipofectamineTM 2000 Co-
Transfektionen in 293T-Zellen durchgeführt (s. 4.1.5). Dazu wurde pcDNA-UL104 
singulär oder mit folgenden pSIREN-IRES-EGFP-RetroQ-Konstrukten transfiziert: 
pS-V (Leervektor), pS-Luci (Luciferase-siRNA), pS-104sh1 und pS-104sh2. Die 
Zellen wurden 48 h nach Transfektion lysiert (s. 4.1.6), über SDS-PAGE aufgetrennt 
(s. 4.4.1) und im Immunoblot mit dem Anti-XpressTM-Antikörper analysiert (s. 4.3.3). 
Während die Expression von pUL104 einzeln oder in Verbindung mit dem pSIREN-
Leervektor und der unspezifischen shRNA ein starkes Signal zeigt, ist dieses bei 
Zugabe einer der beiden UL104-spezifischen shRNAs deutlich reduziert. In den nicht 
mit UL104 transfizierten Zellen ist keine spezifische Bande zu erkennen (s. Abb. 
5.19). Dieses Ergebnis zeigt, dass die durch die shRNAs 104sh1 und 104sh2 
gebildeten siRNAs spezifisch die pUL104-Expression inhibieren. Der verwendete 
Vektor allein oder eine siRNA gegen eine in diesem System nicht vorhandene 








5.8.3 Etablierung stabil shRNA-exprimierender HFF-Zelllinien über 
retrovirale Transduktion 
Die Herstellung von retroviralen Partikeln (s. 4.1.10) erfolgte durch Co-Transfektion 
von pS-V, pS-Luci, pS-104sh1 bzw. pS-104sh2 mit den Verpackungsplasmiden 
pHIT60 und pVSV-G in 293T-Zellen. pHIT60 kodiert für die Gag- und Pol-Proteine 
des murinen Leukämievirus unter Kontrolle des CMV-Promotors, während pVSV-G 
das Hüllprotein G des Vesikulären-Stomatitis-Virus (VSV) exprimiert. Die Co-
Expression dieser Proteine ermöglicht die Abgabe replikationsinkompetenter 
Retroviren in den Überstand der transfizierten Zellen. Dieser wurde 48 h nach 
Transfektion geerntet und auf HFF übertragen. Mit der Selektion auf transduzierte 
Zellen wurde 24 h p.i. durch Zugabe von 5 µg/ml Puromycin begonnen. Die 
erfolgreiche Transduktion konnte über die GFP-Expression nachgewiesen werden. 
 
5.8.4 Überprüfung der pUL104-Expression nach HCMV-Infektion von 
shRNA-exprimierenden HFF 
Für den Nachweis einer funktionalen Suppression der pUL104 Expression im viralen 
Kontext wurden die etablierten Zelllinien HFF-pS-V, -Luci, -104sh1 und -104sh2 in 
75 cm2 Flaschen mit AD169 infiziert (s. 4.1.4) und die Zellen 72, 96 und 120 h p.i. 
geerntet (s. 4.1.6). Jeweils vergleichbare Mengen an Zellextrakten wurden über SDS-
PAGE (s. 4.4.1) aufgetrennt und die pUL104 Expression im anschließenden 
Immunoblot (s. 4.3.3) mit pAbUL104 nachgewiesen. Als Ladungskontrolle wurde die 
Aktin-Menge in den verschiedenen Ansätzen über SDS-PAGE und Immunoblot mit 
einem Anti-Aktin-Antikörper abgeglichen. Die pUL104 Expression wurde über das 
Abb. 5.19 Transiente Expresssion von pUL104 
und shRNAs in 293T-Zellen.  pcDNA-UL104 
wurde einzelnen oder mit pS-V, pS-Luci, pS-
104sh1 bzw. pS-104sh2 in 293T-Zellen co-
transfiziert. Der Nachweis der pUL104 
Expression erfolgte über SDS-PAGE (8%) und 
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Programm AIDA Image Analyzer quantitativ ermittelt und die prozentuale Menge im 
Vergleich zum pSIREN-Leervektor dargestellt, wobei die Aktin-Menge in den 
verwendeten Proben mit einberechnet wurde. 
Die Dimerform von pUL104 ist in allen Ansätzen zu sehen, wobei sowohl für die pS-
104sh1- als auch für die pS-104sh2-Zellen eine Abnahme der pUL104 Expression zu 
beobachten ist, die sich mit der Zeit verstärkt, während die der pS-V- und pS-Luci-
Zellen relativ stabil bleibt (Abb. 5.20 A-C). 72 h p.i. (Abb. 5.20 A) zeigt sich eine 
Reduktion der pUL104 Expression von etwa 40% für beide shRNAs, bei 96 h p.i. 
(Abb. 5.20 B) etwa 60% für 104sh1 und 40% für 104sh2, bei 120 h p.i. (Abb. 5.20 B) 
etwa 80% für 104sh1 und 50% für 104sh2. Ein kompletter knock-down der pUL104 
Expression lässt sich mit den verwendeten siRNAs nicht erreichen. Dennoch ist eine 
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Abb. 5.20 Expression von pUL104 in shRNA-exprimirenden HFF.  HFF-pS-V, -Luci, -104sh1 und 
-104sh2 wurden mit AD169 infiziert und 72 (A), 96 (B) und 120 h p.i. (C) geerntet. Die pUL104 
Expression wurde mittels SDS-PAGE (8%) und anschließendem Immunoblot mit pAbUL104 
aufgezeigt. Als Ladungskontrolle wurde die Aktin-Menge in den verschiedenen Ansätzen über SDS-
PAGE (8%) und Immunoblot mit einem Anti-Aktin-Antikörper abgeglichen. Die quantitativre 
Auswertung erfolgte mit dem Prgramm AIDA und die pUL104 Expression wurde in Prozent bezogen 
auf den pS-V Wert dargestellt. 
 
5.8.5 Analyse der viralen Replikationseffizienz in pUL104 reprimierten Zellen 
Um den Einfluss der verminderten pUL104 Expression auf die HCMV 
Replikationseffizienz zu untersuchen, wurde nach Infektion von HFF-pS-V, HFF-pS-
Luci, HFF-pS-104sh1 und HFF-pS-104sh2 in 24-wells mit AD169 (s. 4.1.4) Plaque-
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2xDMEM überschichtet und die Anzahl der entstandenen Plaques 10 d p.i. im 
Lichtmikroskop ausgezählt. Die Werte wurden prozentual bezogen auf die mit 
Leervektor transduzierten Zellen dargestellt und von 5 unabhängigen Experimenten 
Mittelwert und Standardabweichung berechnet. 
Wie in Abbildung 5.21 zu sehen ist, zeigt sich bei Expression der unspezifischen 
Luciferase-shRNA eine Reduktion der Plaque-Bildung von ca. 30%, bei den UL104-
spezifischen shRNAs dagegen eine Reduktion von ca. 70% bzw. 60% gegenüber der 
Vektor-Kontrolle. Auch im Vergleich mit den Luciferase-shRNA transduzierten 
Zellen läßt sich daher eine deutliche Reduktion der Plaque-Bildung durch die 
spezifischen shRNAs erkennen. Eine verminderte pUL104-Expression hat damit 
einen deutlichen Einfluß auf die Effizienz der HCMV-Replikation. 
 
5.8.6 Analyse der Virusfreisetzung in pUL104 reprimierten Zellen 
Zur Analyse der Freisetzung infektiöser Virionen aus Zellen mit verminderter 
pUL104-Expression wurden HFF-pS-V, HFF-pS-Luci, HFF-pS-104sh1 und HFF-pS-
104sh2 in 6 wells mit AD169 infiziert (s. 4.1.4) und die Virustiter im Überstand 24, 
48, 72, 96 und 120 h p.i. in einer Dreifach-Bestimmung ermittelt. Dazu wurde der 
Überstand auf nicht transduzierte HFF übertragen und der Titer über Endpunkt-
Verdünnung und Auszählung der infizierten Zellen durch IE1-Anfärbung bestimmt (s. 
4.1.3). 
Die Virusfreisetzung aus den Zellen, die UL104-spezifische shRNAs exprimieren, ist 
zu allen beobachteten Zeitpunkten um mindestens 60% niedriger als die der HFF-pS-
V oder HFF-pS-Luci, die sich etwa auf gleichem Level bewegen (s. Abb. 5.22 A+B). 
Auch bei diesem experimentellen Ansatz hat eine verminderte pUL104-Expression 
einen negativen Einfluß auf die HCMV-Replikation. 
Abb. 5.21 Plaque-Assay mit shRNA-
exprimirenden HFF.  Nach Infektion  von 
HFF-pS-V, -Luci, -104sh1 und -104sh2 mit 
AD169 bei einer MOI von 1 und 
Überschichtung mit Agarose wurden 
entstandene Plaques 10 d p.i. ausgezählt und 
prozentual bezogen auf die Vektor-Kontrolle 
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Abb. 5.22 Titerbestimmung nach Infektion shRNA-exprimierender HFF.  Nach Infektion  von 
HFF-pS-V, -Luci, -104sh1 und -104sh2 mit AD169 bei einer MOI von 1 wurde der Überstand nach 24, 
48, 72, 96 und 120 h p.i. abgenommen und der Titer über Endpunkt-Verdünnung und Auszählung der 
infizierten Zellen durch IE-Anfärbung bestimmt (n=3). (A) Graphische Darstellung der infektiösen 
Einheiten (IU) gegen die Zeit mit Standardabweichung. (B) Auflistung der erhaltenen Mittelwerte. 
 
5.8.7 EM-Analyse des Replikationsblocks in pUL104 reprimierten Zellen 
Um den Einfluß UL104-spezifischer RNAi auf die Virusreifung und Verpackung zu 
untersuchen, wurden AD169-infizierte HFF-pS-Luci, HFF-pS-104sh1 und HFF-pS-
104sh2 in 75 cm2 Flaschen (MOI=3, s. 4.1.4) 96 h p.i. geerntet und dann eingebettet 
(s. 4.5.1). EM-Aufnahmen erfolgten mit einem Zeiss EM T109 Elektronenmikroskop 
bei einer konstanten Spannung von 80 kV.  
Während in Luciferase-shRNA exprimierenden Zellen eine große Anzahl replikativer 
Strukturen wie Virionen und dense bodies (db) beobachtet werden kann, sind in den 
Zellen mit UL104-spezifischer siRNA fast nur Kapside und nicht-infektiöse Partikel 
(NIEPs) zu finden (Abb. 5.22). Die Inhibition der HCMV Replikation bei pUL104-
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Abb. 5.23 Elektronenmikroskopische Analyse von Ultradünnschnitten pS-104sh1 (A, B), pS-
104sh2 (C, D) oder pS-luci (E, F) transduzierter HFF. Die Zellen wurden 96 h p.i. mit 4% (w/v) 
Paraformaldehyd, 2.5% (v/v) Glutaraldehyd und 1% (w/v) Tannin fixiert und eingebettet. A, C und E 
zeigen Ausschnitte aus dem Zellkern, B, D und F aus dem Zytoplasma. B-Kapside sind durch graue 
Pfeile, A-Kapside durch schwarze Pfeile, C-Kapside durch weiße Pfeile dargestellt; NIEPs sind durch 






















Die DNA-Verpackung ist sowohl bei den Herpesviren als auch bei dsDNA 
Bakteriophagen ein komplexer Vorgang, der auf der reibungslosen Zusammenarbeit 
verschiedener viraler Komponenten beruht und für die Bildung infektiöser Tochter-
Virionen essentiell ist. 
Dazu gehört die Spaltung der konkatemeren DNA durch die virale Terminase, die 
Interaktion mit dem Portalportein und Translokation der DNA in ein vorgefertigtes 
Pro-Kapsid (Black, 1988; Newcomb et al., 2001; White et al, 2003). Während der 
DNA-Verpackung erfolgt ein Reifungsprozeß, an dessen Ende ein ikosaedrisches, 
stabiles Kapsid steht (Gibson, 2001; Steven et al., 2005). Sowohl die HCMV 
Terminase als auch die Kapsid-Reifung sind schon ausführlich untersucht worden. 
Über das HCMV Portalprotein ist dagegen noch nichts bekannt. In dieser Arbeit 
wurde die Hypothese untersucht, dass es sich bei pUL104 um das HCMV 
Portalprotein handelt. Dazu wurden Experimente zur subzellulären Verteilung und 
der Struktur von pUL104 vorgenommen. Weiterhin wurden Analysen zur Rolle von 
pUL104 in der DNA-Verpackung sowie als möglichen Ansatzpunkt für die antivirale 
Therapie durchgeführt. 
6.1 Subzelluläre Verteilung von pUL104 
 
Bei den Untersuchungen zur intrazellulären Lokalisation von HCMV pUL104 nach 
solitärer Expression zeigte sich, daß das Protein unabhängig von anderen viralen 
Faktoren in den Kern importiert wurde und damit ein endogenes nukleäres 
Lokalisationssignal (NLS) besitzen muß (s. Abb. 5.1).  
Der nukleäre Import von Makromolekülen wird durch Importine, hauptsächlich 
Importin α und β, vermittelt. Während die meisten Importine direkt mit dem Cargo-
Protein über dessen NLS interagieren, geht Importin β auch einen Komplex mit 
Importin α ein. Dabei fungiert Importin α als Adapter, der hunderte klassischer NLSs 
binden kann. Die Interaktion mit dem nuclear pore complex (NPC) und die 
Translokation wird über Importin β vermittelt (Macara, 2001; Fried and Kutay, 2003; 
Goldfarb et al., 2004). Ein klassisches NLS besteht entweder aus einem einzelnen 
Abschnitt basischer Aminosäuren (monopartites NLS) oder aus zwei Abschnitten, 
die durch 10-12 Aminosäuren getrennt sind (bipartites NLS). Beispiel hierfür sind  
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die SV40 large-T Antigen (PKKKRKV) und Nukleoplasmin 
(KRPAATKKAGQAKKKK) Kernlokalisationssignale (Robbins et al., 1991; 
Dingwall and Lasky, 1991). Neben diesen klassischen Signalen sind noch viele 
weitere NLS-Sequenzen bekannt, so dass keine allgemeine Konsensussequenz 
vorhanden ist. 
Eine Überprüfung der Aminosäuresequenz von pUL104 ergab keine 
Übereinstimmung mit bisher bekannten Kernlokalisations-Signalen. Daher wurden 
überlappende Deletionsmutanten von pUL104 hergestellt, um den Bereich des 
pUL104-NLS einzugrenzen. Alle überprüften pUL104-Varianten wiesen eine 
zytoplasmatische Lokalisation auf (s. Abb. 5.2). Dies läßt darauf schließen, dass es 
sich bei dem pUL104-NLS um ein nicht lineares Epitop handelt. Dieses Epitop 
könnte für seine Exposition auf der Proteinoberfläche auf eine korrekte Faltung 
angewiesen sein, die durch die Deletionen in jedem Fall zerstört wird. Weiterhin 
besteht die Möglichkeit, dass es sich um eine sehr weitläufige Domäne handelt, wie 
z.B. das nukleäre Exportsignal (NES) des Snurportin, das den größten Teil des 
Proteins umfaßt (Paraskeva et al., 1999), oder um mehrere verteilte Domänen, wie es 
bei den nukleären Lokalisationssignalen von Uridin-reichen small nuclear 
ribonucleoproteins (U snRNPs) der Fall ist (Palacios et al., 1997). 
Die homogene nukleäre Verteilung von pUL104 bei der singulären Expression steht 
im Gegensatz zur Verteilung des Proteins während der HCMV Infektion. Hierbei 
wird pUL104 sowohl in intranukleäre als auch in zytoplasmatische Strukturen 
umverteilt (s. Abb. 5.8 A). Die Analyse von Zellen, die mit Phosphonoessigsäure 
behandelt wurden, zeigte, dass diese Umverteilung von der viralen DNA-Replikation 
abhängig war (s. Abb. 5.8 B). 
Die intranukleären Einschlüsse ließen sich durch Co-Immunfluoreszenz mit den 
Genprodukten des ORF UL112-113 als virale Replikationszentren identifizieren (s. 
Abb. 5.13 A). Die Genprodukte des ORF UL112/112 sind für die Ausbildung von 
Präreplikationszentren verantwortlich, die sich im Verlauf der Infektion zu 
Replikationszentren ausdehnen (Anders and McCue, 1996; Yamamoto et al., 1998). 
Die Replikationszentren wiederum sind für die Organisation der viralen DNA-
Replikationsfaktoren und Kapsidproteine zuständig (Penfold and Mocarski, 1997). 
Zu frühen Zeitpunkten wird pUL104 zunächst an den äußeren Rand bereits 
bestehender Präreplikationszentren sowie später in die Replikationszentren rekrutiert, 
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was mit der angenommenen Funktion von pUL104 in der DNA-Verpackung 
übereinstimmt. 
Da pUL104 weiterhin als Bestandteil von extrazellulären Virionen nachgewiesen 
werden konnte (s. Abb. 5.6), ist anzunehmen, dass es bei der zytoplasmatischen 
Lokalisation in der späten Phase des Replikationszyklus als Strukturprotein 
knospender Virionen vorliegt. Dabei könnte die Akkumulation von pUL104 in 
Kernnähe mit dem zytoplasmatischen Kompartiment zur Vervollständigung des 
Teguments und Umhüllung der HCMV-Virionen übereinstimmen (Tooze et al., 
1993; Sanchez et al., 2000), während es sich bei der punktuellen Verteilung 
vermutlich um bereits umhüllte Virionen handelt, die ausgeschleust werden. 
 
6.2 Struktur von pUL104 
 
Die Expression von pUL104 erfolgte als Protein von ca. 75 kDa, wobei sich in 
infizierten Zellen auch ein Dimer von 150 kDa nachweisen ließ (s. Abb 5.4). Dabei 
war das Monomer verstärkt im Zellkern und das Dimer verstärkt im Zytoplasma zu 
finden (s. Abb. 5.5). Crosslinking-Analysen zeigten weiterhin einen Übergang vom 
Monomer über das Dimer zu weiteren Oligomerisierungstufen (s. Abb. 5.11). Durch 
Sedimentationsanalysen über einen Sucrosegradienten (s. Abb. 5.9) sowie 
Gelpermeations-Chromatographie (s. Abb. 5.10) konnte beobachtet werden, dass 
pUL104 im nativen Zustand hochmolekulare Komplexe von mindestens 670 kDa 
bildet. Dies wurde über einen Vergleich mit Markerproteinen festgestellt, die durch 
ihre globuläre Struktur einen Stoke-Radius erhalten, der sie im Einklang mit ihrem 
Molekulargewicht sedimentieren lässt. Asymmetrische Moleküle wandern im 
Sucrosegradienten als anscheinend kleinere Moleküle, in der Gelpermeations-
Chromatographie dagegen größer als es ihrem tatsächlichen Molekulargewicht 
entspricht (Sober, 1968). Da pUL104 in beiden Analysen größer als das verwendete 
Markerprotein Thyroglobulin (669 kDa) wanderte, handelt es sich vermutlich um 
einen eher globulären Komplex. Dies wurde auch durch die Einzelpartikelanalysen 
von rekombinant exprimiertem pUL104 bestätigt (s. Abb. 5.12). Die beobachteten 
Proteine hatten einen Durchmesser von 17,7 nm in der Höhe und 17,5 nm in der 
Breite. Es ließen sich ringförmige Aufsichten, die auf einen zentralen Kanal 
hindeuten, sowie leicht U- oder tonnenförmige Seitenansichten ausmachen.  
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Die bisher bekannten Portalproteine bei Bakteriophagen und HSV-1 weisen deutliche 
Unterschiede in der Größe der Monomere auf, von 35,9 kDa (Bakteriophage Phi29; 
Guasch et al., 2002) bis 82,7 kDa (Bakteriophage  p22; Bazinet et al., 1988). Diese 
werden jedoch alle zu strukturell ähnlichen Komplexen mit 12fach Symmetrie 
assembliert, wobei in vitro kleine Subpopulationen von Komplexen mit 11-14 
Monomeren zu beobachten sind (Donate et al., 1988; Muller et al., 1997; Lurz et at., 
2001; Trus et al., 2004; Agirrezabala et al., 2005). Von einer Reihe von 
Portalproteinen sind inzwischen hoch aufgelöste Strukturdaten vorhanden. So konnte 
die Röntgenstruktur des Portalproteins von Bakteriophage Φ29 mit einer Auflösung 
von 3.2 Å dargestellt werden (Simpson et al., 2000). Die einzelnen Monomere sind 
entlang eines Kanals angeordnet, wobei sich ein weiter, oberer Teil (crown), der 
innerhalb des Kapsids liegt, ein durch α-Helices bestimmter Mittelteil mit 12 
Seitenflügeln (wings) sowie ein enger, unterer Teil, der hauptsächlich aus ß-
Faltblättern besteht (stem), unterscheiden lassen. Diese Struktur lässt sich in ihren 
Grundzügen bei allen Portalproteinen finden, wobei es Variationen in der Höhe (75-
144 Å) und in der Ausprägung der Seitenflügel (146-205 Å) gibt, während die 
Struktur um den zentralen Kanal starke Übereinstimmungen zeigt (Jiang et al., 2006; 
Orlova et al., 2003; Agirrezabala et al., 2005; Trus et al., 2004).  
Auch das HSV-1 Portalprotein pUL6 konnte durch Einzelpartikel-Analysen mit einer 
Auflösung von 16 Å dargestellt werden und weist die typische Architektur eines 
Portalproteins auf. Weiterhin zeigte ein Sequenzvergleich mit anderen Herpesviren 
eine starke Konservierung dieses Gens innerhalb der Familie der Herpesviridae (Trus 
et al., 2004; NCBI conserved domain database pfam01763: Marchler-Bauer et al., 
2005). 
Von pUL104 konnte bisher keine hochaufgelöste Strukturanalyse erstellt werden, 
aber die erhaltenen Daten zeigen, dass es sich mindestens um ein Nonamer handeln 
muß. Da die Komplexbildung auf Dimerbausteinen zu beruhen scheint, ist ein 
Oligomer mit einer geraden Monomeranzahl wahrscheinlicher. Auch aufgrund der 
Primärstruktur-Übereinstimmung mit HSV-1 pUL6 (s. 9.3) und der leichten 6-fach 
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6.3 Rolle von pUL104 in der DNA-Verpackung 
 
Da Portalproteine für die Einschleusung der viralen DNA in Kapside verantwortlich 
sind, ist zur Ausübung dieser Funktion neben der spezifischen Architektur die 
Lokalisation an einer der Ikosaeder-Ecken, einem Kapsidvertex, die Fähigkeit zur 
Interaktion mit dsDNA, sowie die Bindung an die virale Terminase notwendig. 
Durch EM-Analyse von Ultradünnschnitten infizierter Fibroblasten nach 
Immunogold-Färbung konnte pUL104 einzeln an Kapsiden nachgewiesen werden (s. 
Abb. 5.7). Die geringe Anzahl der mit pAbUL104 markierten Kapside lässt sich 
vermutlich darauf zurückführen, dass pUL104 nur an einem einzelnen Kapsidvertex 
zu finden ist und die Kapsidunterseite für die Antikörper-Bindung nicht zugänglich 
ist. Auch bei Immunogoldfärbungen von HSV-1 und Bakteriophage PRD1-Kapsiden 
konnte nur ein geringes Niveau an Portalproteinen markiert werden (Thurlow et al., 
2006; Gowen et al., 2003). Da Portalproteine nur an einem einzelnen Vertex 
vorliegen, muss der Einbau kontrolliert vorgenommen werden. Für einige 
Bakteriophagen wie z.B. Bakteriophage λ wird eine Funktion des Portalproteins für 
die Initiierung des Kapsid-Zusammenbau vermutet (Kochan et al., 1984). Bei den 
Bakteriophagen Φ29 und P22 sowie bei HSV-1 dagegen werden vollständige 
Kapside auch in der Abwesenheit eines Portalproteins gebildet (Guo et al., 1991; 
Prevelige et al., 1993; Newcomb et al., 1996; Patel et al., 1996). Da bei einer RNAi-
vermittelten Inhibierung der pUL104 Expression weiterhin eine vergleichbare 
Anzahl an Kapsiden bezogen auf ein wildtypisches pUL104-Niveau gebildet wird (s. 
Abb 5.23), ist anzunehmen, dass dies auch für die HCMV-Kapsidbildung gilt. Da für 
HCMV kein in vitro System für die Zusammensetzung der Kapside zur Verfügung 
steht, bietet die RNAi eine Möglichkeit die Rolle einzelner Komponenten in diesem 
Prozess zu untersuchen.  
Zur Translokation der DNA in das Kapsid ist eine transiente, sequenz-unspezifische 
Bindung des Portalproteins an das virale Genom notwendig. In einem in vitro DNA-
Bindungsexperiment konnte gezeigt werden, dass pUL104 in der Lage ist, an 
dsDNA-Zellulose vorübergehend zu binden (s. Abb. 5.15). Diese funktionelle 
Anforderung an ein Portalprotein wird somit von pUL104 erfüllt. Die Spezifität der 
DNA-Interaktion wird über die HCMV Terminase sichergestellt, die an 
Verpackungssequenzen im viralen Genom bindet (Bogner et al., 1998; Scheffczik et 
al., 2002). 
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Um eine Interaktion von pUL104 mit der HCMV Terminase aufzuweisen, erfolgten 
in vitro Bindungsexperimente (s. Abb. 5.14), durch die eine Bindung von pUL104 
mit der C-terminalen Hälfte der großen Terminase-Untereinheit pUL56 
nachgewiesen werden konnte, nicht aber mit der kleinen Terminase-Untereinheit 
pUL89. Eine Interaktion beider Proteine in vivo konnte weiterhin durch Co-
Immunpräzipitationen (s. Abb. 5.16) gezeigt werden. Auch in der Immunfluoreszenz 
co-lokalisieren pUL104 und pUL56 während des gesamten Infektionszyklus (s. Abb. 
5.13). Dies deutet auf eine enge Assoziation beider Protein hin. Dieses Ergebnis lässt 
die Schlußfolgerung zu, dass die pUL104-pUL56 Bindung für die bereits 
beschriebene Assoziation von pUL56 mit dem HCMV Kapsid (Scheffczik et al., 
2002) verantwortlich ist.  
Auch bei HSV-1 konnte eine Bindung zwischen dem Portalprotein pUL6 und der 
HSV-1 Terminase, bestehend aus pUL15 und pUL28 (Addison et al., 1990; Baines et 
al., 1994; Adelmann et al., 2001), nachgewiesen werden, wobei pUL6 allerdings 
sowohl mit pUL15 als auch mit pUL28 interagiert (White et al., 2003). Weiterhin 
zeigt die HSV-1 Terminase nur eine transiente Assoziation mit den reifenden 
Kapsiden (Sheaffer et al., 2001), während bei HCMV die große Terminase-
Untereinheit pUL56 als struktureller Bestandteil am Kapsid verbleibt (Bogner et al., 
1993). Damit zeigen sich trotz Verwendung des gleichen Mechanismus für die DNA-
Verpackung und der starken Homologie zwischen HCMV pUL104 und HSV-1 
pUL6 durchaus Unterschiede in den Details. 
 
 
6.4 pUL104 als Ansatzpunkt für die antivirale Therapie 
 
Für die Behandlung und Prevention von HCMV Infektionen werden die Nukleosid 
Analoga Ganciclovir (Crumpacker, 1996), Valganciclovir (Curran and Noble, 2001) 
und Cidofovir (Hitchcock et al, 1996), sowie das Pyrophosphat Analog Foscarnet 
(PFA; Chrisp and Clissold, 1991) verwendet. Bei diesen Medikamenten werden 
allerdings Probleme durch ihre Toxizität (Curran and Noble, 2001; Deray et al., 
1989) sowie durch die Entstehung von zum Teil kreuzresistenten Virusmutanten 
(Lurain et al., 1994; Erice, 1999) verursacht. Daher besteht ein Bedarf an neuen 
antiviralen Wirkstoffen, die weniger toxisch sind und denen andere Mechanismen 
zugrunde liegen. Die DNA-Verpackung bietet einen guten Ansatzpunkt, da es keine 
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zellulären Äquivalente für die virale Terminase oder das Portalportein gibt, die von 
einem Wirkstoff mitbetroffen wären.  
Bereits bekannt ist die Substanzklasse der Benzimidazol-D-Ribonukleoside, die 
verschiedene HCMV-Inhibitoren beinhaltet. Die Wirksamkeit der Benzimidazol-D-
Ribonukleoside TCRB and BDCRB, die Inhibitoren der HCMV Replikation sind, 
läßt sich auf Inhibition der HCMV Terminase-Aktivität zurückführen (Krosky et al., 
1998; Bogner, 2002; Scholz et al., 2003; Savva et al., 2004). Für beide Substanzen 
konnte gezeigt werden, daß bei TCRB und BDCRB resistenten Virusmutanten, die 
Mutationen in UL56 und UL89 aufweisen, auch eine Mutation in UL104 auftritt, die 
möglicherweise einen kompensatorischen Effekt hat (Komazin et al., 2004). Da 
beide Substanzen für die klinische Nutzung eine zu geringe metabolische Stabilität 
aufweisen (Chulay et al., 1999; Good et al., 1994; Drach et al., 2006), wurden, um 
stabilere Moleküle zu erhalten, weitere BDCRB-Derivate synthetisiert. 
Für eine dieser Substanzen, Cl4RB, konnte eine Inhibition der HCMV Replikation 
mit einer IC50 von 0,061 µM nachgewiesen werden (Drach et al., 2006; Hwang et al., 
eingereicht). In Immunpräzipitationen konnte gezeigt werden, dass Cl4RB die 
Interaktion zwischen pUL56 und pUL104 inhibiert (s. Abb. 5.16). Weiterhin konnte 
durch EM-Analysen von Ultradünnschnitten HCMV infizierter Zellen unter Cl4RB-
Behandlung gezeigt werden, dass Cl4RB die Ausbildung von 
replikationskompetenten Partikeln unterdrückt (s. Abb. 5.17). Da Cl4RB auch die 
HCMV DNA-Prozessierung beeinflusst (s. Abb. 5.18), ist anzunehmen, dass pUL56 
den Hauptangriffspunkt für Cl4RB darstellt und die Bindung an pUL104 durch 
Blockade der Bindungsstelle oder allosterische Interferenz beeinträchtigt wird.  
Für einen spezifischer HSV-1 Inhibitor, das Thio-Urea Präparat WAY-150138, 
konnte das HSV-1 Portalprotein pUL6 als Zielstruktur identifiziert werden (van Zeijl 
et al., 2000). Diese Substanz verhindert die Inkorporation von pUL6 in entstehende 
Kapside und inhibiert so ebenfalls die DNA-Verpackung (Newcomb and Brown, 
2002). Auch das Portalprotein ist damit ein wirksamer Ansatzpunkt für Inhibitoren. 
HCMV wird durch WAY-150138 nicht beeinflusst, was einen weiteren Unterschied 
zwischen den Portalproteinen beider Viren aufweist.  
Als eine weitere Strategie zur spezifischen Reprimierung von Genprodukten hat sich 
die RNA-Interferenz erwiesen, die zu einer Degradation der Ziel-mRNA führt 
(Hammond, 2005). Die Expression von spezifischen siRNAs gegen UL104 führte zu 
einer deutlichen Reduktion sowohl des pUL104 Niveaus in infizierten Zellen (s. 
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Abb. 5.20) als auch zu einer verminderten HCMV-Replikation (s. Abb. 5.21 und 
5.22). Durch EM-Analysen von Ultra-Dünnschnitten infizierter Fibroblasten, die mit 
den shRNAs transduziert waren, konnte gezeigt werden, dass die Inhibition auf 
einem Block der DNA-Verpackung beruhte und zu einer Akkumulation leerer B-
Kapside und nicht replikationskompetenter Partikeln führte (s. Abb. 5.23). Dies ist 
ein weiterer Hinweis, dass es sich bei pUL104 um das HCMV Portalprotein handelt, 
und zeigt, dass pUL104 für die DNA-Verpackung notwendig ist. 
Eine Reihe von Ansätzen zur Nutzung von RNAi als anti-virale oder anti-
kanzerogene Therapie sind zur Zeit in der Entwicklung (Wu and Chan, 2006; Guo et 
al., 2006; Godfrey et al., 2005; Li et al., 2005; Marukami et al., 2005). Auch HCMV 
lässt sich gut durch spezifische siRNAs inhibieren und besitzt keine Mechanismen, 
um RNAi zu umgehen (Wiebusch et al., 2004). Zum Einbringen der Effektor-
Moleküle in die Zellen lassen sich lentivirale Vektoren gut verwenden, da sie sowohl 
proliferierende als auch ruhende Zellen stabil transduzieren können (Morris and 
Rossi, 2006). Der verwendete Ansatz zur Inhibition der pUL104 Expression ließe 
sich damit auch als anti-virale Strategie für HCMV verwenden. Durch Auswahl 
weiterer UL104 spezifischer siRNA-Sequenzen könnte die Effizienz der HCMV 
Inhibition möglicherweise noch weiter verbesesert werden.  
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7.  Zusammenfassung 
 
 
Die HCMV DNA-Verpackung beruht auf der Spaltung konkatemerer DNA durch die 
virale Terminase, deren Interaktion mit einem im Kapsid vorliegenden Portalprotein 
und der anschließenden Translokation der DNA in das Kapsid. In der vorliegenden 
Arbeit konnte pUL104 als das HCMV Portalprotein identifiziert werden.  
Über indirekte Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass pUL104 über ein 
nicht lineares, endogenes NLS verfügt und bei solitärer Expression im Zellkern 
vorliegt. In infizierten Zellen wird pUL104 in die Replikationszentren rekrutiert und 
erscheint spät nach Infektion als Bestandteil der Virionen im Zytoplasma. Nach 
Aufreinigung eines monospezifischen polyklonalen Antikörpers konnte pUL104 in 
infizierten Zellen durch Immunpräzipitationen als Protein von 75 kDa identifiziert 
werden, das auch als Dimer von 150 kDa vorliegt. Unter nativen Bedingungen liegen 
beide Formen als Komplex vor. Bei einer Zellfraktionierung zeigte sich ebenfalls 
eine sowohl nukleäre als auch zytoplasmatische Verteilung. Weiterhin konnte 
pUL104 als Strukturprotein in extrazellulären Virionen nachgewiesen werden. Dies 
konnte durch Immunogoldfärbung von Ultradünnschnitten infizierter Zellen weiter 
eingegrenzt werden, wo sich pUL104 einzeln an Kapsiden beobachten ließ. 
Untersuchungen zur Struktur von pUL104 zeigten, dass rekombinant exprimiertes 
rpUL104 sowohl in der Sedimentation über einen Sucrosegradienten als auch in der 
Gelpermeationschromatographie als hochmolekularer Komplex von mindestens 670 
kDa vorliegt. Auch bei Cross-Linking- und Einzelpartikel-Analysen liegt rpUL104 
als Oligomer vor, wobei bei letzterem eine Ringstruktur mit einer tonnenförmigen 
Seitenansicht auszumachen war. Eine Interaktion mit pUL56, der großen Terminase-
Untereinheit, ließ sich sowohl durch in vitro Bindungsexperimente als auch durch 
Co-Immunpräzipitationen in vivo nachweisen. Diese konnte durch den HCMV 
Inhibitor Cl4RB, ein Benzimidazol-D-Ribonukleosid, unterbunden werden. 
Weiterhin konnte eine Bindung an dsDNA gezeigt werden. Sowohl die strukturellen 
als auch die funktionalen Anforderungen an ein Portalprotein werden damit durch 
pUL104 erfüllt.  
Durch den Einsatz von UL104 spezifischer RNAi konnte eine Verminderung der 
pUL104 Expression und auch der HCMV Replikation erreicht werden. Die EM-
Analyse von Ultradünnschnitten infizierter Zellen zeigte hierbei eine Akkumulation 
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leerer Kapside im Zellkern sowie einen Mangel an infektiösen Virionen im 
Zytoplasma. Dies zeigt, dass pUL104 für die DNA-Verpackung notwendig ist. 
Zusammenfassend handelt es sich bei pUL104 um ein Kapsid-assoziertes Oligomer, 
das mit der HCMV Terminase interagiert und für die DNA-Verpackung essentiell ist. 
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aqua dest destilliertes Wasser 
bp Basenpaare 
Ci Curie ≡ 2,22 x 1012 radioaktive Zerfälle/ Minute 
Co-IP Co-Immunpräzipitation  
C-terminal Carboxy-terminal 
DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]Octan 
DMEM Dulbeccos minimales, essentielles Medium 
dNTPs Desoxynucleotide 
ds Doppelstrang, doppelsträngig 




FCS Fötales Kälberserum 
GFP grün fluoreszierendes Protein 
gp Glycoproteine 
GST Glutathion S-Transferase 
HCMV Humanes Cytomegalievirus 
HFF Humane Vorhautfibroblasten 
h.p.i. Stunden nach Infektion 
IC50 Konzentration zur 50%igen Inhibition 
IE immediate early 
IP Immunpräzipitation 
IPTG Isopropyl- -Thiogalaktosid 
IR internal repeat 
IU infektiöse Einheiten 
kb Kilobasenpaare 




MCP major capsid protein 
MCS multiple cloning site 
MNA 1-methyl-5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid  
 anhydride, methylnadic anhydride 
mock nicht infiziert 
MOI multiplicity of infection 
NLS nukleäres Lokalisationssignal 
N-terminal Amino-terminal 
ODx Optische Dichte bei der Wellenlänge x nm 
ORF offener Leserahmen 
ori origin of replication, Replikationsursprung 
PAA Phosphonoessigsäure 
PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
PAS Protein A-Sepharose 






rpm Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
shRNA short hairpin RNA 
siRNA short interfering RNA 
TGN Trans-Golgi-Netzwerk 
TR terminal repeat 
üN über Nacht 




w/v           Gewicht/Volumen 
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9.2 Basenpaar-Sequenz des ORF UL104 
 
atggagcgaaaccactggaacgaaaaatcctcgggcgcaaagcgctcgcgcgagagggacttgaccttgtcgacg Basenpaare 
tacctcgctttggtgaccttgctttttaggagcccgcgtttcgcgagcgcgctctccctgaactggaacagctgc 1 - 75 
 
atccgttcgatcttggcggccgacgagaggttgaggatcaaggcgtcgtcgtacttgggcgtgggccgcggcgtg Basenpaare 
taggcaagctagaaccgccggctgctctccaactcctagttccgcagcagcatgaacccgcacccggcgccgcac 76 - 150 
 
gatgacgaggccgtcatcgacattttccccacggggcagacgatgagcttcctgcggttgctgcacggctttctg Basenpaare 
ctactgctccggcagtagctgtaaaaggggtgccccgtctgctactcgaaggacgccaacgacgtgccgaaagac 151 - 225 
 
gggacgtgtcgcggccaaagcatgcaccaggtgctgcgcgacccgtgcgtgctgcgcaagcagctgctctacgga Basenpaare 
ccctgcacagcgccggtttcgtacgtggtccacgacgcgctgggcacgcacgacgcgttcgtcgacgagatgcct 226 - 300 
 
gtgtgcaaaacgctctttgacaccatcacggtgcggcgcgtggccgaggagtggaagttgcacgcggcgctattt Basenpaare 
cacacgttttgcgagaaactgtggtagtgccacgccgcgcaccggctcctcaccttcaacgtgcgccgcgataaa 301 - 375 
 
ccctaccgcgcgctggacgaagaggacctggagcagtatctgttggtgtggagcgcctcgttgcgccagagcgtg Basenpaare 
gggatggcgcgcgacctgcttctcctggacctcgtcatagacaaccacacctcgcggagcaacgcggtctcgcac 376 - 450 
 
caaacgggcgtgctgggcggcctccgcgacattttatatcagtacgccgataacgacgactatggtctctacgtg Basenpaare 
gtttgcccgcacgacccgccggaggcgctgtaaaatatagtcatgcggctattgctgctgataccagagatgcac 451 - 525 
 
gattggtgcgtaacggtgggactggtaccgctgctggacgtgaagaccaagccgagcgaggcggccgagcgggcg Basenpaare 
ctaaccacgcattgccaccctgaccatggcgacgacctgcacttctggttcggctcgctccgccggctcgcccgc 526 - 600 
 
caatttgtacgcgcggccgtgcagcgggccaccgagacacacccgctggcgcaggacctgctgcaggctaacctg Basenpaare 
gttaaacatgcgcgccggcacgtcgcccggtggctctgtgtgggcgaccgcgtcctggacgacgtccgattggac 601 - 675 
  
gcgctgctgctgcaggtggccgagcgcctgggcgccgtgcgcgtagccaacgcgcccgaggtacgcgtcttcaag Basenpaare 
cgcgacgacgacgtccaccggctcgcggacccgcggcacgcgcatcggttgcgcgggctccatgcgcagaagttc 676 - 750 
 
aaggtgcgctcggagcggctggaggcgcagctgcgcggcaagcacatccgcttgtacgtggcggccgaaccgctg Basenpaare 
ttccacgcgagcctcgccgacctccgcgtcgacgcgccgttcgtgtaggcgaacatgcaccgccggcttggcgac 751 - 825 
 
gcttatgagcgcgacaagctgctgttcaccacgccggtggcacacctgcacgaggagattctgcgctacgacggg Basenpaare 
cgaatactcgcgctgttcgacgacaagtggtgcggccaccgtgtggacgtgctcctctaagacgcgatgctgccc 826 - 900 
 
ctctgccgccaccaaaagatctgccagttgctcaatacctttcctgtgaaagtggtgaccgccagccgccacgag Basenpaare 
gagacggcggtggttttctagacggtcaacgagttatggaaaggacactttcaccactggcggtcggcggtgctc 901 - 975 
 
ctcaactgcaagaagctggtggagatgatggagcagcacgaccggggcagcgacgccaaaaagtccattatgaag Basenpaare 













































gtcggccgatttcgaaatggaggccctgatgatccgcggcgtgctggaggtccatacggatttcactag   Basenpaare 
cagccggctaaagctttacctccgggactactaggcgccgcacgacctccaggtatgcctaaagtgatc   2026-2094  
 
 
9.3 Aminosäure-Vergleich von pUL104 mit HSV-1 pUL6 
 
Sequenzvergleich HCMV pUL104 (query) mit HSV-1 pUL6 (sbjct) nach BLAST-search (NCBI) 
CD-Length = 540 residues,  95.0% aligned 
Score =  535 bits (1381), Expect = 1e-153 
 
Query:  65   MSFLRLLHGFLGTCRGQSMHQVLRDPCVLRKQLLYGVCKTLFDTITVRRVAEEWKLHAAL  124 
Sbjct:  1    MLFFEILHGKYGYVKGQTIYSSLRSSGVFSRQLFYTLYKTALNSCTYEDVAADWQKHEAA  60 
 
Query:  125  FPYRALD-----EEDLEQYLLVWSASLRQSVQTGVLGGLRDILYQYADNDDYGLYVDWCV  179 
Sbjct:  61   IAARWKKSGAEASRFAESTFDSWRQTLKMTLLDLVLGIINCILYSG-ANASYERYVDWIV  119 
 
Query:  180  TVGLVPLLDVKTKPSEAAERAQFVRAAVQRATET-HPLAQDLLQANLALLLQVAERLGAV  238 
Sbjct:  120  TLGLVPV--VRRPPNAKTVRSLASQLSAAVLSGALLKVARSILRAGLAEVTELLECLSSV  177 
 
Query:  239  RVANAPEVRVFKKVRSERLEAQLRGKHIRLYVAAEPLAYERDKLLFTTPVAHLHEEILRY  298 
Sbjct:  178  YIPDYDEVSIYYNYRSGEIVARYTGKRIECEVLWPPVIIGGR-VLFDSPVQRLFGEVMAC  236 
 
Query:  299  DGLCRHQKICQLLNTFPVKVVTASRHELNCKKLVEMMEQHDRGSDAKKSIMKFLLNVSDS  358 
Sbjct:  237  HRLREHAKLCQLLNTAPVKVLVGSADSNVYKDILKHLEENEKASDAKKELLKLLVNLKEN  296 
 
Query:  359  KSRIGIEDSVESFLQDLTPSLVDQNR-------------PERDIRDLFKKQVIKCLEEQI  405 
Sbjct:  297  KTVGGITDVVESFLTDVSNNLVDRNKLFGAGGEGGARPTTQQALRKQVSNSINKCLEGQI  356 
 
Query:  406  QSQVDEIQDLRTLNQTWENRVRELRDLLTRYASRREDSMSLGARDAELYHLPVLEAVRKA  465 
Sbjct:  357  NNQFDTIEDLKKENELLLKKLRELESELRRLPQAAADK-SGGAGDSNLLTLSTLEALNKL  415 
 
Query:  466  RDA-APFRPLAVEDNRLVANSFFSQFVPGTESLERFLTQLWENEYFRTFRLRRLVTHQGA  524 
Sbjct:  416  QDSELIDTSVSVGDDRYVANSFFSQYIPPYREDDKRLTRLWESELFRTFKLRPVVNNQGQ  475 
 
Query:  525  EEAIVYSNYTVERVTLPYLCHILALGTLDPVPEAYLQL  562 
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